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CV75: szacowane s t,2enie Zal4cznik -c z，託 2/2 

 

B.71 TEST Y DZIALANIA UCZULAI4CEG0 NA SK 0R IN VITRO DOTYCZ4CE 

 

KLUCZOWEGO ZDARZENIA AKT YWACJI KOMOREK DENDRYTYCZNYCH W 

 

MECHANIZMIE WYWOLYWANIA S KUTKOW S ZKODLIWYCH W ZAKRSIE 

 

DZIALANIA UCZULAI4CEG0 NA SK 0R1 

 

WPROWADZENIE OGOLNE 

 

Metida badawcza oparta na klucziwym zdarzeniu akty'vacji kom6rek dendrytycznych 

 

1.S ubstan可a dzi1可4ca uczu1可4co na s k6r9 oznacza s ubstan可9, kt6ra wywoluje reak永 

 

alergiczn4 w nast9pstwie kontaktu ze s k6r4, zgodnie z de丘ni可4o kreg1on4 przez Globalny 

 

Zharmonizowany Sys tem K lasy丘ka可i i Oznakowania C hemikali6w ONZ (ONZ G1S) (1) 

 

oraz w rozporz4dzeniu Unii Europejskiej (WE) nr 1272/2008 w sprawie klasyfikacji, 

 

oznakowania i pakowania substancji i mieszanin (CLP)1. Panuje o g6ina zgoda c o do 

 

kluczowych zdarzeii biologicznych s tanowi4cych podstaw9 dziatania uczu1可4cego na 

 

s k6r9. Istni可4ca wiedz9 dotycz4c4 mec hanizm6w chemicznych i biotogicznych 

 

powi4zanych z dzi証aniem uczu1可4cym na s k6r9 podsumowano w formie mechanizmu 

 

wywolywania s kutk6w szkodliwych w ramach programu OECD dotycz4cego mechanizmu 

 

wywolywania s kutk6w szkodliwych (2), pocz4wszy od molekularnego zdarzenia 

 

ini可u4cego poprzez zdarzenia pogrednie a2 do skutku szkodliwego, tj. alergicznego 

 

kontaktowego zapalenia s k6ry. Na przyklad molekularnym zdarzeniem inicjujqcym (ti. 

 

pierwszym kluczowym zdarzeniem) jest wi4zanie kowalencyjne substancjie lektro丘lowych 

 

z centrami nukleofilowymi w bialkach s k6ry. Drugie kluczowe zdarzenie w tyr 

 

mechanizmie wywolywania s kutk6w szkodliwych nast9pue w keratynocメach i obejmuje 

 

reakcje zapalne oraz zmiany w ekspresji gen6w powi4zane ze specyficznymi 

 

mechanizmami sygnalizacj i kom6rkow可, takimi jak mechanizmy za1e2ne od elementu 

 

odpowiedzi an tyoksydacjnej/elektro丘low可 (ARE). Trzecim kluczowym zdarzeniem j est 

 

aktywacja kom6rek dendrytycznych, na o g6l oceniana na podstawie ekspresji 

 

specyficznych marker6w powierzchniowych kom6rki, c hemokin6w i cメokin6w. 

 

Czwartym kluczowym zdarzeniem jest aktywacja i proliferacja h mfct6wT , kt6ra jest 

 

Rzporz4dzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie 

 

ldas叫kcji, oznakowania i pakowania substancji i mieszanin, zmieni4e i uch1可4ce dyrektywy 67/548/EWG 

 

1999/45/WE oraz zniieni永ce rozporz4dzenie (WE) nr 1907/2006, Dz.U. L 353 z 3 1.12.2008,s . 1. 
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oceniana po§rednio w ramach testu lokalnych w9zl6w chionnych przeprowadzonego na 

 

myszach (LLNA) (3). 

 

2. Niniejsza metida badawcza jest r6wniwa2na metidzie ipisanej w ditycz4ce badah 

 

w外ycznej OECD nr 442E (2017). Opisani w niej testy in vitro, kt6re ditcz4 

 

mechanlzm6w ipisanych na podstawie kluczowegi zdarzenia aktywacji kim6rek 

 

dendrytycznych w mechanizmie wywolywania s kutk6w szkidliwych w zakresie dzialania 

 

uczu1a4cegi na s k6r9 (2). Metida badawcza uwzg1dnia badania, kt6re n a1e之y s tisiwa5 

 

di wsparcia rizr6之nienia substancji dzialj4cych uczu1可4ci na s k6r9 i substancji 

 

n iewkazu4cych takiegi dzialania zgidnie z G1S 0NZ i rozpirzdzeniem CLP. 

 

W niniejszej metidzie badawczej ipisani nast9pujace badania: 

 

badanie aktywacji ludzkich uinii kom6rkowych (h-CLAT); 

 

badanie aktywacji uinii km6rkiwj U937 (U-SENSTM) 

 

test genu repirteriwegi Interleukiny 8 (test IL-8 Luc). 

 

3. Badania uwzg1dnione w niniejszej metidzie badawczej i idpiwiedniej wメycznej OECD 

 

ditycz4ce badafi mig4 r62ni5 si9 w zate2ni§ci id pricedury wykirzystywanej do 

 

generowania danych i idczメ6w pimiar6w, lecz mig4 by6 stisiwane bez rizr62nienia na 

 

pitrzeby spelnienia wymig6w piszczeg6lnych paiistw w zakresie wynik6w bada fad 

 

klucziwym zdarzeniem aktywacji kim6rek dendr外ycznych w mechanizmie wywilywania 

 

s kutk6w szkidliwych w zakresie dzialania uczut可4cegi na s k6r9, przy jedniczesnym 

 

wykirzystaniu wzajemnej akceptacji danych OECD. 

 

Kontekst i zasady ba da血 prowadzonych z wykorzystaniem metody badawczej opartej na 

 

kluczowym zdarzeniu 

 

4. Ocena dzialania uczu1可4cegi na sk6r9 ibejmuje na ig6l wykirzystanie zwierz4t 

 

laboratiryjnych. W przypadku klasycznych retid, w kt6rych wykirzystuje s i9§ win1d 

 

mirskie, ti. testu maksymalizacji na§ winkach mirskich (Magnussina-Kiigmana) (test 

 

GPMT) iraz testu Buehiera (metidy badawczejB .6) (4), icenia si9 zar6wni faz 

 

indukcガn4, jak i fazy wywolania dzialania uczu1a4cegi na sk6r9. Przepriwadzany na 

 

myszach test lokalnych w9z16w chlinnych (LLNA) (metida badawcza B .42) (3) iraz jegi 

 

dwie nieradiiaktywne midy丘kace, LLNA: DA (metida badawcza B.50) (5) i LLNA: 

 

B rdU-ELISA (metida badawcza B.51) (6), w ramach kt6rch icenia s i9 w皿4cznie reakc9 

 

indukcガn4, tak2e zyskaly a kcepta可9, piniewa2 zapewnia inc przewag9 fad testami 

 

prowadzinymi na§ winkach mirskich pid wzg19dem dibristanu zwierzt i ibiektywnegi 

 

pimiaru fazy indukcyjnej dzialania uczulaiace2i na s k6re. 
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5. Niedawno przyj9 to, oparte na analizie mechanistycznej, metody badawcze in chemico i in 

 

vitro dotycz4ce pierwszego kluczowego zdarzenia (metida badawcza B .59; bezpi§rednie 

 

iznaczanie reaktywni§ci peptyd6w (7)) i drugiegi kluczowegi zdarzenia (metida 

 

badawcza B .60; metida badawcza z wykorzystaniem lucyferazy A R-Nrf2 (8)) w 

 

mechanizmie wywolywania s kutk6w szkidliwych w zakresie dzialania uczu1a4cegi na 

 

s k6r9 jaki metidy ultwia ce icen9 zagri2enia dzialaniem uc zul可4cym na s k6r9 

 

sub stancj i chemicznych. 

 

6. Badania ipisane w niniejszej metidzie badawczej pozwa1a4 ikre§li5 i 1i§ciiwi zmian9 

 

ekspresji markera piwierzchniiwego (marker6w piwierzchniiwych) kom6rki zwi4zaegi 

 

z procesem aktywacji m inoc界6w i kim6rek dendrytycznych pi nara之eniu na dzialanie 

 

c zynnik6w uczu1a4cych (np.C D54,C D86) albo zmiany ekspresji IL-8 - c界okiny 

 

zwi4zan可 z aktywa可4 kom6rek dendrytycznych. Zgloszono, 2e substancie dziala ce 

 

uczu1a4co na s k6r9 wywou, e kspre可9 marker6w blony kom6rkow, takich jak C D40, 

 

C D54,C D80,C D83 i C D86 dodatkowo o pr6cz indukcji prozapalnych c界okin, takich jak 

 

IL-1f i TNF-cL, i szeregu c hemokin6w, takich jak IL-8 (CXCL8) i CC L3 (9)(10)(11)(12), 

 

zwiazanvch z aktywacia kim6rek dendrvtvcznvch (2'). 

 

7. Poniewa aktywacja kom6rek dendrytycznych stanowi jednak tylko jedno kluczowe 

 

zdarzenie ini可uj4ce mechanizm wywilywania s kutk6w szkodliwych w zakresie dzialania 

 

uczulaj4cegi na s k6r9 (2)(13), informacje wygenerowane przy u2yciu samych tylko 

 

marker6w badaii aktywacji kom6rek dendrytycznych mig4 nie by6 wystarczj4ce do tegi, 

 

aby s twierdzi6 wyst9piwanie lub brak wyst9powaia potencjalnego dzialania uczulaj4cegi 

 

na s k6r9 substancji chemicznych. Diatego te2 pripinuje sig, aby dane wygenerowane przy 

 

zastosowaniu test6w ipisanych w niniej szej metodzie badawczejs tosowa5 di wsparcia 

 

rizr62nienia substancji dzialj4cych uczul可4ci na s k6r9 (ti.na le祖cych di kategirii i wg 

 

G1S 0NZ I rozporz4dzenia CLP) i substancji n iewkazuj4cych takiegi dzialania w 

 

przypadku ich wykorzystania w ramach zintegrowanych podej§6 do badaii i iceny (IATA), 

 

wraz z innymi istotnymi informacjami uzupelniaj4cymi, np. pichodz4cymi z test6w in 

 

vitro, o dnosz4cymi s i9 do innych kluczowych zdarzeii inicuj4cych mechanizm 

 

wywolywania s kutk6w szkidliwych w zakresie dziaiania uczula4cego na s k6r9, jak 

 

r6wnie2 pichodzcymi z retid niebadawczych, w tyr danych z podej§6 przekrijowych z 

 

zastisiwaniem analigicznych substancji chemicznych (13). Przyklady wykirzystania 

 

danych wygenerowanych w tych badaniach w ramach zdefiniiwanegi pidej§cia, ti. 

 

podej§cia ujednilicinegi zar6wni pid ktem zbioru wykorzystywanych 2 r6del informacji, 

 

jak i pricedury stisowanej w idniesieniu di danych w celu uzyskania prigniz, zostaly 

 

ipubikiwane (13) i mog4 zosta wykirzystane jako u2界eczne elementy w ramach IATA. 

 

8. Badafi ipisanych w niniejszej metidzie badawczej nie m i2na stosiwa6 samidzielnie w 

 

celu da1szegi klasyfikowania substancji dzialajacvch uczulajaci na s k6re di Didkategirii 
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lA i lB, zgodnie z 01S 0NZ / rozporz4dzeniem CLP przez organy realizu4ce podzial na 

 

te dwie kategorie, ani w celu przewidzenia ich sily dzialania na potrzeby pod9cia decyzji 

 

dotycz4cych oceny bezpieczeiistwa.Je dnak2e w za1e2no§ci od ram regulacyjnych do 

 

zaklasy丘kowania substancji chemicznej do kategorii 1 wg G1S 0NZ / rozporz4dzenia 

 

CLP mo2na wkorzysta5 same wyniki dodatnie wygenerowane przy zastosowaniu tych 

 

metod. 

 

9. Termin ,,badana sub stancj a chemiczna" jest u之ywany w niniej szej metodzie badawczej w 

 

odniesieniu do substancji b9 d4cej przedmiotem badania1 i nie jest powi4zany z 

 

mo2liwo§ci4 zastosowania badah do badania substancji jednoskiadnikowych, substancji 

 

wieloskiadnikowych tub mieszanin. Aktualnie dost9pne s4 ograniczone informacje na 

 

temat mo2 1iwoSci zastosowania badai do substancji wieloskiadnikowych / mieszanin 

 

(14)(15). Z technicznego punktu widzenia badania mog4 jednak mied zastosowanie do 

 

badania zar6wno substancji wieloskiadnikowych, jak i mieszanin. Przed zastosowaniem 

 

niniejszej metody badawczej z u2yciem mieszaniny w celu zgromadzenia danych na 

 

potrzeby zalo2onego cdlu regulacyjnego nale之y jednak zastanowi6 s i9 fad tyr, czy 

 

zastosowanie niniejszej metody mo之e doprowadzi6 do uzyskania wyiik6w odpowiednich z 

 

pmiktu widzenia tego cdlu, a je2e1i tak - dlaczego2. Przeprowadzenie takiej analizy nie jest 

 

konieczne, je2eli ustanowiono wym6g regulacyjny dotycz4cy badania danej mieszaniny. 

 

Ponadto podczas badania substancji wieloskiadnikowych lub mieszanin na1e2y rozwa2y6 

 

mo2liwe zakh5cenie obserwowanych reakcj i przez skladniki cvtotoksyczne. 

 

1W czerwcu 2013 r. na posiedzeniu wsp6lnm OECD uzgodniono,2e - w przypadkach, w kt6rych b9dzie to 

 

m21we - w nowych, zaktualizowanych wytycznych d0tcz4ych badaii n1e2y bardziej konsekwentnie 

 

stosow元 termin ,,badana substancja chemiczna" w odniesieniu do substancji b9d4可 przedmiotem badania. 

 

2 To zdanie zaproponowano i uzgodniono podczas posiedzenia grupy roboczej krajowych kordnator6w 

 

programu wytycznych dotycz4cych badah w kwietniu 2014 r. 
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Dodatek i 

 

SKIR具 IN VITRO: BADANIE 

 

(1-CLAT) 

 

GI NA 

 

くOWY 

 

BADANIE DZIALANIA UCZI 

 

AKTYW CJI LUDZKICH LIN!! 

 

ZALIZENIA WST1PNE I IGRANICZENIA 

 

1. Badanie h-CLAT pozwala o kre§16 i 1o§ciowo zmian9 ekspresji ma rker6w 

 

powierzchniowych kom6rek zwi4zanych z procesem aktywacji mo noc界6w i kom6rek 

 

dendrytycznych (tj.C D86 i C D54) w ludzkiej bialaczkowej uinii monoc界arnej TIP-i po 

 

nara2eniu na dziaianie c zynnik6w uczulaj4cyc h (i )(2). Pomiary poziom6w ekspresj i 

 

marker6w powierzchiiowych kom6rek C D86 i C D54 wykorzystuje s i9 p6乞ni可 do 

 

wsparcia rozr62nienia substancji dzial可4cych uczula4co na s k6r9 i substancji 

 

niewykazuj4cyc h takiego dziaiania. 

 

2. Badanie h-CLAT oceniono w ramach badania walidacyjnego koordynowanego przez 

 

laboratorium referencyjne Unii Europejskiej ds. metod alternatywnych wobec test6w na 

 

zwierz9tach (EURL ECVAM) i p6乞ni可 szej niezale2n可 wzaj emnej oceny przeprowadzonej 

 

przez Naukowy Komitet Doradczy EURL ECVAM (ESAC). Uwzgl9dni可4c wszystkie 

 

dost9pne dowody i wklad ze strony o rgan6w regulacyjnych i zainteresowanych strof, 

 

EURL ECVAM (3) zalecilo stosowanie badania h-CLAT w ramach IATA do wsparcia 

 

rozr62nienia substancji dzi証a4cych uczul可4co i substancji niewkazu4cych takiego 

 

dzialania na potrzeby klasyfikacji i oznakowania pod wzg19dem zagro2e1i. Przyklady 

 

wykorzystania danych z badania h-CLAT w pohczeniu z innymi informacj ami sa opisane 

 

w literaturze (4)(5)(6)(7)(8)(9)(i0)(1 1). 

 

3. Udowodniono, 2e badanie h-CLAT mo2na przeprowadza6 r6wnie2 w laboratoriach 

 

posiada cych do§wiadczenie w zakresie technik zwi4zanych z kultur4 kom6rkow4 i 

 

a na1iz4 przy u2yciu c界ometrii przeplywowej. Poziom odtwarzalno§ci prognoz, kt6rego 

 

mo2na oczekiwa6 od tego badania, ma warto§6 rz9du 80 % wewn4trz lab oratori6w i 

 

pomi9dzy nimi (3)(12). Wyniki uzyskane w badaniu walidacyjnym (13) i innych 

 

opubikowanych badaniach (14) og6lnie wskazu4 na to, 2e - w por6wnaniu z wynikami 

 

LLNA - dok1adno§6 rozr62niania substancji dziai可4cych uczul可aco na s k6r9 (tj. 

 

nale24cych do kategorii i wg 11S 0NZ I rozporz4dzenia CLP) i substancji 

 

niewkazu4cych takiego dziaiania wynosi 85 % (N = 142) przy czu1o§ci na poziomie 

 

93 % (94/101) oraz s woisto§ci na poziomie 66 % (27/41) (na podstawie ponownej analizy 

 

wykonanej przez EURL BC VAI (12) przy uwzgudnieniu wszystkich istnie cych 

 

danych, aue nie uwzgl9dni可4c ujemnych wynik6w substancji chemicznych, kt6rch uog 

 

K ~w wynosi pow弾e 3,5 zgodnie z opisem z pkt 4). Prawdopodobieiistwo wyst4pienia 

 

vrognoz faiszvwie uiemnvch D rzv zastosowaniu metodv h-CLAT jest wieksze w 
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przypadku substancji chemicznych wkazu4cych nisk4 lub§ redni4 si l9 dzialania 

 

uczul可4cego na s k6r9 (ti. na1e24cych do podkategorii lB wg G1S 0NZ / rozporz4dzenia 

 

CLP) ni2 w przypadku substancji wkazu4cych wysok4 si l9 dzialania uczu1可4cego na 

 

sk6r9 (ti. na1e24cych do podkategorii lA wg G1S 0NZ / rozporz4dzenia CLP) (4)(13)(15). 

 

Wszystkie te informacje hcznie wskazu4 na u2界eczno§5 metody h-CLAT w 

 

identyfikowaniu zagro2eh zwi4zanych z dzialaniem uczul可4cym na s k6r9. Przedstawione 

 

tutaj warto§ci dokladno§ci h-CLAT jako samodzielnego badania s4 jednak wl4cznie 

 

orientacyjne, poniewa2 badanie to na1e2y rozpatrwa6 w poktczeniu z innymi 2 r6dlami 

 

informacji w kontek§cie IATA i zgodnie z przepisami pkt 7 i 8 wprowadzenia o g6inego. 

 

Co wi9cj, przy ocenie metod niewymag可4cych wykorzystania zwierzt pod ka'tem 

 

dzialania uczu1可4cego na s k6r9 na1e2y pami9ta6,2 e LLNA, jak r6wnie2 inne badania 

 

przeprowadzane na zwierz9tach, mog4 nie w pelni odzwiercied1a5 s外ua可9 w odniesieniu 

 

do ludzi, 

 

4. Na podstawie obecnie dost9pnych danych wykazano, 2 e metoda h-CLAT ma zastosowanie 

 

do badanych substancji chemicznych o b可m可4cych szereg organicznych grup 

 

funkcyjnych,mec hanizm6w reagowania, sil dzialania uczul可4cego na s k6r9 (jak o kre§1ono 

 

w badaniach 'n vivo) oraz wla§ciwo§ci fizykochemicznych (3)(14)(15). Metoda h-CLAT 

 

ma zastosowanie do badanych substancji chemicznych, kt6re s4 rozpuszczalne lub tworz4 

 

s tabi1n4 dsper永 (ti. koloid lub zawiesin9, w kt6rch badana substancia chemiczna nie 

 

osadza s i9 ani nie oddziela od rozpuszcza1nika/no§nika w r62ne fazy) w odpowiednim 

 

rozpuszcza1niku/no§niku (zob. pkt 14). Badane substancie chemiczne o log K ~w pow弾j 

 

3,5 m可4 tenden可9 do generowania wynik6w falszywie ujemnych (14). Diatego nie 

 

powinno s i9 uwzgl9dnia6 wynik6w ujemnych badanych substancji chemicznych, kt6rch 

 

log K 0w jest w弾szy od 3,5. Wyniki dodatnie badanych substancji chemicznych, kt6rych 

 

log K 0w jest w戸szy od 3,5, mo2na jednak dalej wkorzystywa6 do wsparcia ident叫kacji 

 

badanej substancji chemicznej jako substancji dzi証a4c可 uczulj4co na s k6r9. Ponadto z 

 

powodu ograniczonej wdo1no§ci metabolicznej zastosowanych uinii kom6rkowych (16) 

 

oraz warunk6w do§wiadcza1nych prohapteny (ti. substancj e wymagaj4ce aktywacj i 

 

enzymatycznej np. przez enzymy P450) oraz prehapteny (ti. substancie aktywowane przez 

 

utlenianie), w s zczeg61no§ci te o niskim tempie utleniania, r6wnie2 mog4 dawa6 wyniki 

 

ujemne w h-CLAT (15). Fluorescencyjne badane substancie chemiczne mo之na oceni6 za 

 

pomoc4 badania h-CLAT (17), jednak badane substancie chemiczne o wysokiej 

 

fluorescencji emituj4ce fale tej samej dlugo§ci co izotiocyjanian fluoresceiny (FITC) lub 

 

jodek propidyny b9d4 zakl6ca6 detekj9 przy u2yciu c昇ometrii przeplywowej, co 

 

uniemo21iwia ich prawidlow4 ocen9 z wykorzystaniem przeciwcial skoniugowanych z 

 

FITC lub jodku propidyny. W takim przypadku mo2na u2メ odpowiednio innych 

 

przeciwcial znakowanych fluorochromem tub innych ma rker6w c界otoksyczno§ci, o ile 

 

mo2na wkaza6,2e pozwa1j4 one uzyska6 wyniki podobne do wynik6w otrzymywanych 

 

w przypadku przeciwcial znakowanych FITC (zob. pkt 24) lub jodku propidyny (zob. 
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pkt 18), np. poprzez badanie substancji s iu24cych do wykazania bieg1o§ci wymienionych w 

 

dodatku 1-2. W§ wiet1e pow弾szego wyniki ujemne na1e2y in terpretowa5 w kontek§cie 

 

zdefiniowanych o granicze1i i w pohczeniu z innymi 2 r6d1ami informacji w ramach IATA. 

 

W przypadkach, w kt6rch mo2na przedstawi6 dowody na brak mo21iwo§ci zastosowania 

 

metody h-CLAT w odniesieniu do innych konkretnych kategorii badanych substancji 

 

chemicznych, nie na1e2y j可s tosowa6 w odniesieniu do tych konkretnych kategorii. 

 

5. Jak opisano pow弾, metida h-CLAT wspiera rozr62nienie substaneji dzia1a4cych 

 

uczu1a4ci na s k6r9 i substancji n iewkazu4cych takiego dzialania.M i之e ina jednak 

 

r6wnie2 potencjalnie wplyn46 na oc en9 sily dziaiania uczu1可4cegi (4)(5)(9), gdy stosuje 

 

si9 j4 w ramach pide§6 zintegrowanych takich jak IATA. Wymagane jest jednak 

 

przeprowadzenie daiszych prac, najlepiej na podstawie danych ditycz4cych ludzi, aby 

 

usta1k, w jaki s pis6b wyniki badania h-CLAT mog4 potencjalnie wplyn46 na icen9 sily 

 

dzi証anja. 

 

6. De丘nije zn可duj4 s i9 w didatku 1.1. 

 

Z SADA BADANIA 

 

7. Metida h-CLAT jest tester in vitro, kt6ry pozwala ikre§li6 ilo§ci iwi zmiany ekspresji 

 

markera piwierzchniowegi kom6rki (ti.C D86 i C D54) w ludzkiej uinil kom6rkowe 

 

bialaczki monocメarnej, ti. kom6rkach TIP-i, pi 24 godzinach nara2enia na dziaianie 

 

badanej substancji chemicznej. Te c z4steczki piwierzchniiwe s4 typowymi markerami 

 

aktywacji minicメarnej TIP-i i mig4 i mitowa5 a ktywa可9 kim6rek dendrytycznych, 

 

kt6ra idgrywa k1ucziw4 ro19 w uczulaniu limfc昇6w T. Zmiany ekspresji markera 

 

piwierzchniiwego mierzy s i9 za pomica c昇imetrii przeplywowej po wybarwieniu 

 

kom6rek przeciwcialami znakowanymi fluorochromem.Je dnocze§nie przeprowadza s i9 

 

r6wnie2 pomiar c匹otoksyczno§ci, aby oceni6, czy podw弾szona ekspresja markera 

 

powierzchniowego zachodzi przy s t92eniach ni2szych ni2 s t92enia c界otoksyczne. 

 

Wzg19dn4 intensywno§6 fluorescencji ma rker6w powierzchniowych w por6wnaiu z 

 

kontro14 z rozpuszcza1nikiem'no§nikiem wylicza s i9 i wykorzystuje w modelu 

 

prognozowania (zob. pkt 26), aby wesprze6 rozr62nienie substancji dzia1aj4cych 

 

uczulajaco i substaneji niewykazujacych takiego dziaiania. 

 

WYKAZANIE BIE GLOSCI 

 

8. Przed przyst4pieniem di rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku 

 

do metody badawczejB .7 i laboratoria powinny wkaza6 swo, bi eg1o§6 techniczn4 z 

 

zastosowaniem dziesi9ciu substancji s h24cych do wykazania bieg1o§ci wymienionych w 

 

dodatku i .2. Ponadto u2ytkownicy badania powinni prowadzi6 baz9 danych historycznych 
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wygenerowanych podczas kontroli reaktywno§ci (zob. pkt 11) oraz kontroli dodatnich i 

 

kontroli z rozpuszczalnikiem/no§nikiem (zob. pkt 20-22),a take wkorzystywa5 te dane 

 

do potwierdzenia zachowania o dtwarzalno§ci badania w swuim laboratorium w mia r9 

 

uplywu czasu. 

 

PROCEDURA 

 

9. Podstaw9 niniejszego badania stanowi protok6i nr 158 bazy danych na temat metod 

 

alternatywnych wobec test6w na zwierz9tach (DB-ALM) dotycz4cy h-CLAT (1 8), kt6ry 

 

reprezentuje protok6i wykorzystany w badaniu walidacyjnym koordynowanym przez 

 

EURL ECVAM. Zaleca s i9, aby ten protok6l byl stosowany przy wdra之aiu i stosowaniu 

 

metody h-CLAT w laboratorium. Poni珂 opisano gl6wne elementy i procedury metody h-

CLAT, kt6re skiad可4 si9 z dw6ch krok6w: testu usta珂qcego dwkl pomiaru ekspresji 

 

D86/D54. 

 

Przygotowanie km6rek 

 

10. Do badania m etod4 h-CLAT nale2y wkorzysta5 ludzk4 bialaczkow4 lini9 monoc界arnq 

 

TIP-i. Zaleca s i9 pozyskiwanie kom6rek (TIB-202TM) z banku kom6rek posiad可4cego 

 

niezb9dne uprawnienia, takiego jak np. zbi6r kultur typu a merkahskiego. 

 

11. Ko m6rki TIP-i hoduje s i9 w temperaturze 37。 C, w o becno§ci 5 % cO2 i w wilgotnym 

 

§ rodowisku, w podlo2u RPMI-1640 z dodatkiem 10 % bdlc可 surowicy plodowej, 0,05 

 

mM 2-merkaptoetaolu, 100 jednostek!ml penicyliny i 100 ig/nl streptomycyny. Mo2na 

 

zrezygnowa6 z u2ycia penicyliny i streptomycyny w pod1o2u. W takim przypadku 

 

u2ytkownicy powinIli jednak zwerfikowa5, czy brak antybiotyku w pod1o之u nie b9dzie 

 

rial wplywu na wyniki, np. poprzez badanie substancji s lu24cych do wykazania bieglogci 

 

wymienionych w dodatku 1.2. W ka2dym przypadku, aby zminimalizowa5 ryzyko 

 

zanieczyszczenia, nale之y przestrzega6 dobrych praktyk w zakre sie kultury kom6rkowj 

 

n iezale2nie od tego, czy w podlo之u do hodowli kultury kom6rkow可 znjdu s i9 

 

antybiotyki, czy te2 nie.K om6rki TIP-i wysiewa s i9 regularnie c o 2-3 dni w g9sto§ci 

 

od 0,1 do 0,2 x 106 kom6rek/ml. Powinny one by6 utrzymywane w g9sto§ci od 0,1 do 1,0 

 

x 106 kom6rek!l. Przed wykorzystaniem kom6rek do bada五 na1e2y je zakwa1ifikowa6, 

 

przeprowadz可4c kontrl9 reaktywno§ci. Ko ntrol9 reaktywno§ci kom6rek nale2y 

 

przeprowadzi'5, wkorzystu4c do tego celu kontrole dodatnie, ti. 2,4-dmitrochlorobenzn 

 

(DNCB) (nr CAS 97-00-7,c zysto§5 ? 99 %) i siarczan niklu (NiS04) (nr CAS 10101-97-0, 

 

c zysto§6 と 99 %), oraz kontrol9 ujemn4, ti. kwas mlekowy (nr cAS 50-21-5,c zysto§6 ? 

 

85 %), dwa tygodnie po rozmro2eniu. Zar6wno 2,4-dintrochlorobenzen, jak i NlS04 

 

powinny wywo1a5 reakj9 dodatni4 markera powierzchniowego kom6rki C D86, jak 

 

r6wnie2 C D54, a kwas mlekowy powinien wywo1a6 reak可9 ujemn4 markera 

 

Dowierzchniowego kom6rki C D86, jak rwnie2 C D54. W te§cie nale2v wvkorzvsta5 
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wlcznie te kom6rki, kt6re pomy§1nie przeszly kontrol9 reaktywno§ci.Kom6 rk 

 

rozmna2a6 do dw6ch miesi9cy po rozmro2eniu. Liczba pasa2y nie powinna przekracza6 

 

30.Ko ntro19 reaktywno§ci na 1e2y przeprowadzi6 zgodnie z procedurami opisanymi w 

 

pkt 20-24. 

 

12. Ko m6rkl TIP-i wysiewa s i9 do badai w g9sto§ci 0,1 x106 kom6rekml albo 0,2 x 106 

 

kom6rek/ml i dokonuje ich wst9pne hodowli w kolbach z kulturami przez odpowiednio 72 

 

godziny lub 48 godzin. Wa之ne jest, aby zag9szczenie kom6rek w kolbie z kulturami tu2 po 

 

okresie hodowli wst9pnj bylo jak najbardziejs pjne w ka之dm z do§wiadczei (stosuj 

 

jeden z dw6ch w弾j wymienionych warunk6w wst9pn可 hodowli kultur), poniewa2 

 

zag9szczenie kom6rek w kolbie z kulturami tu2 po okresie hodowli wst9pnej mogloby 

 

wp1yn46 na e ksprej9 C D86/CD54 wywolan4 przez alergeny (19). W dniu badania 

 

kom6rki pobrane z kolby z kulturami zawiesza s i9 ponownie w§ wie2ym pod102u w 

 

g9stogci 2 x 106 kom6rekl . Nast9pnie kom6rki umieszcza s i9 w dolkach 24-dolkowj 

 

pl界ki plaskodennej po 500 t1 (1 x 106 kom6rekdolek) lub w dolkach 96-dolkow可 plメki 

 

plaskodennej po 80 t1 (1,6 x i 05 kom6rek!dolek). 

 

Test ustal可4cy dawk, 

 

13. Test ustalajqcy dwk przeprowadza siv, abyo kre§li6 CV 75, czyli s t92enie badanej 

 

substancji chemicznej, dzi9ki kt6remu 2y wotno§6 kom6rek (CV) wynosi 75 % w 

 

por6wnaniu z kontro14 z rozpuszczalnikiem!no§nikiem. Warto,6 CV 75 wykorzystuje si9 

 

do o kre§lenia s t92enia badanych substancji chemicznych dia pomiaru ekspresji 

 

D86/D54 (zob. pkt 20-24). 

 

Pzgtwanie badanych su加tancji chemicznych i su bstn可i kntollJ/ch 

 

14. Badane substancj e chemiczne oraz substancj e kontrolne przygotowuj e si9 w dniu badania. 

 

W metodzie h-CLAT badane substancie chemiczne s4 rozpuszczane lub tworz4 stabilne 

 

dyspersje (zob. r6wnie2 pkt 4) w soli fizjologicznej lub pod1o2u (pierwsze warianty 

 

rozpuszczalnik/no §nik) lub w sulfotlenku dimetylu (D1S0, czysto§6 と 99 %) (drugi 

 

wariant rozpuszczalnika/no§nika), je2eli badana substancia chemiczna nie jest 

 

rozpuszczalna lub nie tworzy stabilnej dyspersji w dw6ch rozpuszczalnikach!no§nikach 

 

wymienionych jako pierwsze, do s t92efi koiicowych wynosz4cych ill mg/ml (soli 

 

fizjologicznej lub podlo2a) lub 500 mg/ml (sulfotlenku dimetylu). Dopuszcza s i9 

 

m o2liwo§6 stosowania innych rozpuszczalnik6w/no§nik6w ni2 te opisane pow戸e pod 

 

warunkiem przedstawienia wystarczaj4 cego uzasadnienia naukowego. Nale2y uwzgldni6 

 

s tbilno§6 badanej substancji chemicznej w koficowVlll rozpuszcza1niku/no§niku. 

 

icznych o 

 

mg/ml (w 

 

15. Na pocz4tku przygotowuje si9 roztwory podstawowe badanych substancji cher 

 

st92eniach wynosz4cych ill mg/ml (w soli丘 zjologiczne lub podlo2u) lub 500 

 

sulfotlenku dimetylu), a nas t9pnie rozcieficza zgodnie z nast9pujacymi krokami: 
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je2e 1i rozpuszcza1nikiem!no§nikiem jest s6 l fizjologiczna lub podlo2e: przygotowuje si9 

 

osier roztwor6w podstawowych (osier s t92ei) przez dwukrotne rozcieiiczenie w 

 

post9pie geometrycznym przy u2yciu odpowiedniego rozpuszcza1nika/no§nika. Nast9pnie 

 

otrzymane roztwory podstawowe rzciehcza si9 50-krotnie w podlo2u (roztwory robocze). 

 

W przypadku gdy n可w弾sze s t92enie koiicowe na plメce wynosz4ce 1 000 ig/ml nie jest 

 

toksyczne, njw弾sze s t9之enie na le2y wyznaczメ ponownie poprzez przeprowadzenie 

 

nowego badania c界otoksyczno§ci. Kohco we s t92enie na pl界ce nie powilino przekracza5 5 

 

000 ig/n1 dia badanych substancji chemicznych, kt6re zostaly rozpuszczone w soli 

 

丘 zioloaicznei iub Dodlo2u lub utworzvlv w nich stabiina dvsDersie: 

 

: przygotowuje si9 osier 

 

rzciehczenie w post9pie 

 

je2e 1i rozpuszcza1nikiem!no§nikiem jest suifotlenek dimetylu 

 

rztwor6w podstawowych (osier st92eh) przez dwukrotne 

 

rozpuszczalnika/no§nika. Nast9pnie 

 

si9 250-krotnie w pod1o之u (roztwory 

 

geometrycznym przy u2yciu odpowiedniego 

 

otrzymane roztwory podstawowe rzciehcza 

 

powilino przekracza6 1 000 ig/nl, nawet je2eii 

 

alanie substancj i 

 

(zob. r6wnie2 

 

aby os i4gn 

 

ce 

 

na dzi 

 

na plメ 

 

robocze). Koh cowe st92enie na plytce nie 

 

st9之enie to nie jest toksyczne. 

 

Roztwory robocze ostatecznie wykorzystuje si9 do nara2enia 

 

chemicznej poprzez dodanie do zawiesiny kom6rkow切 TIP-i 

 

pkt 17) roztworu roboczego w obi9 to§ci r6wnj obi9 to§ci tej zawiesiny, 

 

dodatkowe dwukrotne rozciehczenie (zazwyczaj kohcowy zakres st92eh na plytce wynosi 

 

7,81-1 000 ig!mi). 

 

16. W ramach kontroii z rozpuszczalnikier!noSnikiem w metodzie h-CLAT stosuje si9 

 

pod1o2e (w przypadku badanych substancji chemicznych rozpuszczonych w podlo2u albo 

 

soli丘 zoiogiczne lub tworzacych w nich stabiin4 dyspers9 (zob. pkt 4)) iub w suifotienek 

 

dimetyiu (w przypadku badanych substancji chemicznych rozpuszczonych w suifotienku 

 

dimetyiu iub tworz4cych w nim s tabiln4 dysper可9) badane w pojedynczym st92eniu 

 

kohcowyr na pl界ce wynosz4cyr 0,2 %. Podlega takiemu samemu rozcieitczeniu jakie 

 

opisano dia roztwor6w roboczych w pkt 15. 

 

Podwmie badanycli su加tn可i chemicznych i substan可iんntrlych 

 

17. Podlo2e lub roztwory robocze opisane w pkt 15 i 16 riesza si9 w stosunku 1:1 (obi.) z 

 

zawiesinami kor6rkowymi przygotowanymi w 24-dolkowej iub 96-dolkowej pl界ce 

 

plaskodennej (zob. pkt 12). Plメki poddane pow戸szyr procesor nast9pnie inkubuje si9 

 

przez 24士 0,5 godziny w temperaturze 37 oc w o becno§ci 5 % coz. Naie2y dolo2y6 

 

s tarah, aby nie dopu§ci6 do odparowania iotnych badanych substancji chericznych i aby 

 

zapobiec zanieczyszczeniu krz弾oweru ri9dzy dolkari przez badane substancie 

 

chemiczne, np. szczelnie zakiejj4c p1界k9 przed rozpocz9ciem inkubacji 

 

wykorzystaniem badanych substancji chericznych (20). 
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Barwieniejodkiem propiみ11フ 

 

18. Po uplywie 24 godzin +0,5 godziny nara2enia kom6rki przenosi s i9 do prob6wki i zbiera 

 

poprzez odwirowanie.S uperntanty odrzuca si9 ,a pozostale kom6rki zawiesza si9 

 

ponownie w 200 tl (w przypadku plytki 96-dolkow可) lub 600 .t1 (w przypadku pl界ki 24-

dolkowej) roztworu chiorku sodu buforowanego fosforanami zawier痕cego 0,1 % 

 

albuminy surowicy byd19c可 (roztw6r buforowy do wybarwiania). 200 d zawiesiny 

 

kom6rkow可 przenosi si9 do dolk6w 96-dolkow可 plメkio kr4glodenri可 (w przypadku 

 

pl界ki 96-doikow可) lub prob6wki Eppendorfa (w przypadku pl舛ki 24-doikow可) i 

 

dwukrotnie przemywa s i9 w 200 iii (w przypadku pl界ki 96-dolkow可) lub 600 P 1 (w 

 

przypadku plytki 24-doikow可) roztworu buforowego do wybarwiania. P62ni可 kom6rk 

 

zawiesza 血 ponownie w roztworze buforowym do wybarwiania (np. w 400 t1) i dodaje 

 

roztw6r jodku propidyny (np. 20 t1) (przykiadowe s t92enie koiicowe jodku propidyny 

 

wynosi 0,625 ig/mI).Mo2 na wkorzysta6 inne markeryc界otoksyczno§ci, takie jak 7-

aminoaktynomycyna D (7-AAD), b19kit trypanu tub innego rodzaju markery,je2 e1i mo2 na 

 

wkaza5,2e alternatywne barwniki pozwa1aj4 uzyska6 wyniki podobne do wynik6w 

 

otrzymywanych w przypadku wykorzystania jodku propidyny, np. poprzez badanie 

 

substancji s hdacVch do wykazania bieg1o§ci wymienionych w dodatku 1.2. 

 

Pomiar cly ttky czl o託i z wyk zノstniem cytometriiprzeplywowげi os zacowanie wartgci C V75 

 

19. Wchlanianie j odku propidyny analizuj e si9 za pomoc4 cメometrii przepiywowej z kanaler 

 

akwizycji FL-3. L4cznie pozyskuje s i9 10 000 2 ywych kom6rek (nieoznaczonych jodkiem 

 

propidyny). Zywotno§5 kom6rek mo2na o bliczy6 za pomoc4 poni2szego r6wnania, 

 

korzystjac z programu do analizy c昇ometrycznej. Przy niskiej之y wotnogci kom6rek 

 

na1e2y pozyska6 do 30 000 kom6rek, w§r6d kt6rch zn du s i9 martwe kom6rki. 

 

Ewentualnie dane mo2na pozyska6 w c i4gu jednej minuty od rozpocz9cia analizy. 

 

X 100 

 

Number of living cells 

 

Total Number of aquired cells 

 

Cell viability = 

 

Warto§6 C V75 (zob. pkt 13), ti.s t92enie wkazu4ce prze2y'valno§6 kom6rek TIP-i na 

 

pozionie 75 % (c界otoksyczno§6 na poziomie 25 %), oblicza s i9 me tod4 interpolacji 

 

logarytmiczno-liniowej za pomoc4 nast9puj4cego r6wnania: 

 

(75一c)xLog(b）一（75一a)xLog(d) 

 

a-c 

 

Log C V75 = 

 

gdzie: 

 

a oznacza minimaln4 warto§6 2y wotno§ci kom6rek pow戸可 75 %; 

 

c oznacza ma ksyma1n4 wartoS6 2y wotno§ci kom6rek poni2可 75 %; 

 

b i d oznacz可4 s t92enia, przy kt6rch warto§5 2y wotno§ci km6rek wynosi odpowiednio a 

 

i C. 
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Do o kre§1ania CV 75 

 

wplywu na wyniki (np. 

 

1000 

 

mo之na s tosowa5 inne pode§cia pod warunkiem wykazania braku 

 

poprzez badanie substancji s 1u24cych do wykazania bieg1o§ci). 

 

Pomiar ekspresji C D86/CD54 

 

P厘〕ノgo切wan ie badallyCh su房mn可i Chemiczi'ツCh i subs忽n可i加ntroln〕ノCh 

 

20. Odpowiedni rozpuszcza1nik/o§nik (s6l fizj ologiczna, podlo2e lub sulfotlenek dimetylu; 

 

zob. pkt 14) jest u2ywany do rozpuszczania badanych substancji chemicznych lub 

 

tworzenia ich stabilnych zawiesin. Badane substancie chemiczne najpierw rozciehcza si9 

 

do s t92enia odpowiadaj4cego 100-krotno§ci (w przypadku soli丘 zologiczne lub pod102) 

 

lub 500-krotno§ci (w przypadku sulfotlenku dimetylu) 1,2 xCV 75 0 kre§1onego w tdcie 

 

ustalajqcym dwk (zob. pkt 19).J e2e1i nie mo2na o kre§1i5 warto§ci CV 75 (ti. j e2e1i w 

 

tJcie ustalajqcym dwk nie mo之na zaobserwowa6 wystarcz痕cej c外otoksycznogci), jako 

 

s t92enia pocz4tkowego nale2y u2y6 n可w弾szego rozpuszczalnego s t92enia lub s t92enia 

 

stabilnej zawiesiny badanej substancji chemicznej przygotowanej z u2yciem ka2dego 

 

rozpuszcza1nika/no§nika. Nale2y zwr6ci6 uwag9,2e koficowe s t9之enie na plメce nie 

 

powinno przekracza6 5 000 ig/11l (w przypadku soli fizjologicznej lub pod1o2a) lub 1 000 

 

ig/m1 (w przypadku sulfotlenku dimetylu). Nast9pnie przy pomocy odpowiedniego 

 

rozpuszcza1nika/no§nika sporz4dza si9 1 2-krotne rozciehczenia w post9pie 

 

geometrycznym, aby uzyska6 roztwory podstawowe (osier s t92eh wynosz4cych od 100× 

 

1,2 <C V75 do 100 x 0,335 xC V75 (w przypadku soli fizjologicznej tub podlo2a) lub 

 

od 500 x 1,2 xCV 75 do 500 x 0,335 xC V75 (w przypadku sulfotlenku dimetylu)), kt6re 

 

zostan4 poddane badaniu metod4 h-CLAT (przyklad schematu dawkowania mo2na znale26 

 

w protokole DB-ALM nr 158). Nast9pnie roztwory podstawowe rozcieiicza s i9 50-krotnie 

 

(w przypadku soi fizjologicznej lub pod1o2a) lub 250-krotnie (w przypadku sulfotlenku 

 

dimetylu) w podlo2u (roztwory robocze). Te roztwory robocze ostatecznie wykorzystuje 

 

si9 do nara2enia na dzialanie substancji chemicznej, stosuj4c dodatkowy kohcowy 

 

dwukrotny wsp6lczynnik rozcieiiczenia na plytce. W przypadku gdy wyniki nie s pelnia 

 

opisanych w pkt 29 i 30 kryteri6w dopuszczalno§ci dotycz4cych 2y wotno§ci kom6rek, 
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aby wyznaczy6 dokladni可sz4 warto§6 C V75. 

 

CD86/CD54 u2メe mo g4 by6 jedynie pl界ki 24-

mo2na powt6rzy6 test ustal可qcy dwk, 

 

Naie2y zauwa2y6,2 e do pomiaru ekspresji 

 

dolkowe. 

 

21. Kon trol9 z rozpuszcza1nikien'no§nikiem przygotowuje s i9 w s pos6b opisany w pkt 16. 

 

2,4-dlntrochlorobenzen jest stosowany jako kontrola dodatnia w metodzie h-CLAT (zob. 

 

pkt 11), w kt6rej roztwory podstawowe przygotowuje s i9 w sulfotleneku dimetylu i 

 

rozciehcza w taki s pos6b, jak opisano w pkt 20 dia roztwor6w podstawowych. 2,4-
dinitrochlorobenzen nale之y s tosowa5 jako kontrol9 dodatni4 do pomiaru ekspresji 

 

D861D54 w koiicowym, pij edynczym s t9之eniu na pl界ce (zwykle 4,0 .tg/ml). Aby 

 

uzyska5 na pl界ce s t9之enie 2,4-dinitrochlorobenzenu wynosz4ce 4,0 ig/ml, przygotowuje 

 

si9 roztw6r podstawowy 2,4-dinitrochlorobenzenu w sulfotleneku dimetylu o s t92eniu 2 

 

mg/mi, a nast9pnie rozcieficza si9 go 250-krotnie w pod1o2u do roztwoni roboczego o 

 

s t92eniu 8 tg/ml. Ewentualnie jako s t92enie kontroli dodatniej mo2na u2メCV 75 2,4 - 

 

dinitrochiorobenzenu, kt6re jest o kreS1ane w ka2dj plac6wce badawczej.Mo2 na s tosowa6 

 

inne odpowiednie kontrole dodatnie,je之e li dost9pne s4 dane historyczne pozwaia4ce na 

 

uzyskanie por6wnywalnych kr界eri6w dopuszcza1no§ci analizy. W przypadku kontroli 

 

dodatnich koiicowe pij edyncze s t92enie na plメce nie powinno przekracza6 5 000 ig/ml 

 

(w przypadku soli fizjologicznej lub podio2a) lub 1 000 ig/ml (w przypadku sulfotienku 

 

dimetylu). Krメeria dopuszcza1no§ci analizy s , takie same jak kryteria opisane w 

 

odniesieniu do badanej substancji chemicznej (zob. pkt 29) z wガ4tkiem ostatniego 

 

kr界erium dopuszczaino§ci, poniewa2 kontrol9 dodatni4 bada si9 przy pij edynczym 

 

st9之eniu. 

 

rodawanle baaallycl'?su btlnql c liem zi'ツcli l substanqi Aontrolnycli 

 

22. W odniesieniu do kadj badanej substancji chemicznej i substancji kontrolnej na1e2y 

 

przeprowadzi6 jedno do§wiadczenie, aby uzyska6 prognoz9.Ka2 de do§wiadczenie skiada 

 

si9 c o najmniej z dw6ch n ieza1e2nych analiz pomiaru ekspresji D86/D54 (zib. pkt 26-

28).Ka2 d4 z nieza1e2nych anaiiz przeprowadza si9 innego dnia lib tegl samego dnia, pod 

 

warunkiem 2 e na potrzeby kade analizy: a) przygotowuje s i9 nie zaie2ne,§ wie2e roztwory 

 

podstawowe i robocze badanej substancji chemicznej oraz roztwory przeciwciai, a tak之e b) 

 

u2ywa s i9 niezaie2nie zebranych kom6rek (ti. kom6rki zbiera si9 z innych koib z 

 

kulturami); kom6rki m og4 jednak pochodzi6 z tegl samego pasau. Badana substancia 

 

chemiczna i substancie kontrolne przygotowane jako roztwory robocze (500 kil) miesza si9 

 

z 500 .t1 zawiesiny kom6rkowj (1 x 106 kom6rek) w stosunku 1:1, a kom6rki inkubujes i9 

 

przez 24士 0,5 godziny, jak opisano w pkt 20 i 21. W ka2d可 analizie wystarcz可4ce b9dzie 

 

przeprowadzenie jednej kontrpr6by w odniesieniu do ka2dego s t92enia badanej substancji 

 

chemicznej i substancji kontrolnej, poniewa2 prognoz9 uzyskuje si9 z co najmniej dw6ch 

 

n ieza1e2nVch anaiiz. 

 

452 

 



D060575102 

 

IIう'barwianie kmbrk i analiza 

 

23. Po uplywie 24 godzin +0,5 godziny nara2enia kom6rki sa przenoszone z pl界ki 24-

dolkowej do prob6wek, zbierane poprzez odwirowanie,a nast9pnie dwukrotnie 

 

przemywane w 1 ml roztworu buforowego do wybarwiania (w razie potrzeby mo2 na 

 

wkona6 dodatkowe kroki zwi4zane z przemywaniem). P0 przemyciu kom6rki blokuje s i9 

 

w 600 i1 roztworu bloku 4cego (roztworu buforowego di wybarwiania zawier可4cego 

 

0,01 % (w/v) giobuliny (ludzka ii, III frakcja Cohna; sIGMA, #G2388-1OG lub 

 

r6wnowa2na)) i inkubuje w temperaturze 4 oc przez 15 minut. Po zablokowaniu kom6rk 

 

dzieli si9 na trzy podwielokrotno§ci po 180 tl i umieszcza si9 je w dolkach 96-dolkowe 

 

vlvtki o krag1odennei lub w Drob6we EvDendorfa. 

 

24. Po odwirowaniu kom6rki wybarwia si9 za pomoc4 50 ti przeciwciala nty-cD86, anty-
C D54 lub mysich przeciwciai IgGi (izotyp) znakowanych FITC w temperaturze 4 oc 

 

przez 30 minut. Nale却 u2y6 przeciwcial opisanych w protokole nr 158 DB-ALM 

 

dotycz4cym h-CLAT (18), rozcieficz可4c w stosunku o b9to§ciowym 3:25 (w przypadku 

 

C D86 (BD-Pharingen, #555657; klon: Fun-1)) lub w stosunku o j9toSciowym 3:50 (w 

 

przypadku C D54 (DAKO, #F7143; klon: 6 .5B5) i IgGi (DAKO, #X0927)) w roztworze 

 

buforowym do wybarwiania. Naukowcy opracowu4cy opisywane badanie wskazali 

 

pow弾sze wsp6lczynniki rozcieiiczenia przeciwcial jako dj4ce najiepszy stosunek sygnalu 

 

do szumu. Z do§wiadczenia naukowc6w opracowu4cych badanie wynika,2 e intensywno§6 

 

fluorescencji przeciwcial jest zwykle stala w r62nych partiach. U2ytkownicy mog4 jednak 

 

rozwa2y5 miareczkowanie przeciwcial w warunkach wiasnego laboratorium, aby o kre§li6 

 

st92enia, kt6re s4 najbardziej stosowne dia danego zastosowania.Mo之 na wkorzysta5 inne 

 

przeciwciala a nty-CD86 lub a nty-cD54 znakowane fluorochromem, je2eii mo2 na 

 

wkaza5,2e pozwai可4 one uzyska5 wyniki podobne do wynik6w otrzymywanych w 

 

przypadku wykorzystania przeciwcial skoniugowanych z FITC, np. poprzez badanie 

 

substancji s hi24cych do wykazania bieg1o§ci wymienionych w dodatku 1.2. Na1e2y 

 

zaznaczy6, 2 e zmiana klona lub dostawcy przeciwcial opisanych w protokole nr 158 DB-

ALM dotycz4cym h-cLAT (18) mofe wplyn46 na wyniki. Po c o najmniej dwukrotnym 

 

przemyciu kom6rek w 150 tl roztwom buforowego do wybarwiania zawiesza s i9 je 

 

ponownie w roztworze buforowym do wybarwiania (np. w 400 iil) i dodaje s i9 roztw6r 

 

jodku propidyny (np. 20 i1, aby uzyska6 s t92enie kohcowe wynosz4ce 0,625 ig/ml) lub 

 

roztw6r innego markera c界otoksyczno§ci (zob. pkt 18). Poziomy ekspresji C D86 i C D54 

 

oraz 2 vwotno§6 kom6rek analizui e sie D rzv wvkorzvstaniu cvtometrii DrzeDlvwowei. 

 

I S PRAWOZDAWCZO SC 

 

Ocena danvch 
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25.E kspre可9 ma rker6w C D86 i C D54 analizuje si9 za pomoc4 cメometrii przeplywowej z 

 

kanaler pomiarowym FL-i. Na podstawie§ redni可 geometryczneji ntensywno § ci 

 

fluorescencji (IFl) oblicza wzg19dn4 i ntensywno§6 fiuorescencji (RFI)C D86 i C D54 w 

 

odniesieniu do kom6rek kontroli dodatniej i kom6rek poddanych dzialaniu substancji 

 

chemicznej, korzystaj4c z poni2szego r6wnania: 

 

IFl ko"6rki podd'llり dIl'II subs tall'i chemic211町一1Fl ko"6-ek 2 k'"I-oliレotアP owych Po dd'11lyd did'Iu su加 tall'i chemic2n可 

 

IFl ko"6rek kontlつ hoohpoddolooh dIoloo. oopos2c2alIko/oolIko 一 IFl ko"6oek 2 kootooli iotp o'oyohpoddolooh did'Iu oo2poszc2ahoio加olIko 

 

mysimi przeciwcialami IgG i 

 

wpkt 19. 

 

kontroii izotypowej (kt6re barwi s i9 

 

icza s i9 zgodnie z rwnaniem opisanym 

 

Zywotno§5 kom6rek 

 

(izotyp)) r6wnie2 obi 

 

Model prognozowania 

 

26. Na potrzeby pomiaru ekspresji D86/D54 ka2d4 badan4 s ubstan可9 c hemiczn4 poddaje 

 

s i9 badaniu w co najmniej dw6ch niezaieカlych analizach, aby uzyska6 pije dncz4 

 

prognoz9 (D0DATNLI, tub UJEMN4). Prognoz9 h-CLAT uznaje s i9 za D0DATNL, 

 

je之e 1i co najmniej jeden z przedstawionych poniej warunk6w zostanie spelniony w dw6ch 

 

n iezate之nych anatizach na dwie lub w c o najmniej dw6ch niezaie之nych anatizach na trzy - 

 

w przeciwnym wypadku prognoz9 h-CLAT uznaje s i9 za UJEMN4 (rys. i): 

 

wzgidna intensywno§6 fiuorescencji C D86 jest r6wna lub wi9ksza n i2 150 % dia ka2dego 

 

badanego s t92enia (dia kt6rego 2y 'votno§5 km6rekと 50 %); 

 

wzgi9dna intensywno§5 fluorescencji C D54 jest r6wna lub wi9ksza n i2 200 % dia ka2dego 

 

badanego s t92enia (dia kt6rego 2y wotno§5 km6rek? 50 %). 

 

27. W zwiizku z pow弾szym j e2e1i obie pierwsze anaiizy dadz4 wynik dodatni dia C D86 lub 

 

obie dadzi wynik dodatni dia C D54, prognoz9 h-CLAT uwa2a s i9 za D0DATNIi i nie 

 

trzeba przeprowadza6 trzeciej anaiizy. Anaiogicznie - je2e1i pierwsze dwie anaiizy dadz4 

 

wynik ujemny dia obu rarker6w, prognoz9 h-CLAT uwa2a s i9 za UfEMNI, (przy 

 

na 1e2メyr uwzgi9dnieniu przepis6w pkt 30) bez konieczno§ci przeprowadzania trzeciej 

 

analizy. J e2eii jednak wyniki dw6ch pierwszych anaiiz nie s4 zbie2ne w odniesieniu do c o 

 

najmniej jednego markera (CD54 tub C D86), na1e2y przeprowadzi5 trzeci4 a naiiz9, a 

 

prognoza koiicowa b9dzie oparta na wi9kszo§ci wynik6w z trzech osobnych anaiiz (ti. 2 z 

 

3). w tyr wzgi9dzie nate之y zaznaczy5,之 e je之eli przeprowadzono dwie ni eza1e之ne analizy 

 

i jedna jest dodatnia tyiko w odniesieniu do C D86 (zwana daiej Di), a dmga jest dodatnia 

 

tyiko w odniesieniu do C D54 (zwana datei D2), konieczne jest przeprowadzenie trzeciej 

 

anaiizy. J e之eii trzecia anaiiza jest ujemna w odniesieniu do obu rarker6w (zwana daiej U), 

 

prognoz9 h-CLAT uwa2a s i9 za UfEMN4.J e2e1i jednak trzecia anaiiza jest dodatnia dia 

 

jednego z marker6w (Di tub D2) tub dia obu marker6w (zwana daiej Di2), prognoz9 h-

CLAT uwa2a si9 za DODATNI4. 

 

Rys. 1: Modei prognozowania wykorzystywany w metodzie h-CLAT. Prgnoz9 h-CLAT nale2y 
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r ozp atrw a w ramach IATA i zgodnie z przepisanii pkt 7 i 8 wprowadzenia o g6inego. 
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DO DATN I 

 

UIEMNY 

 

Hコ 
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A 

 

D 
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D 

 
Di: analiza dodatma 

 

dodatnia w odniesien 

 

CD54 

 

加ko w odniesieniu do C D86; D2: analiza dodatnia tylko w odniesiemu do C D54; Dl2: analiza 

 

ju do C D86 i C D54; U: analiza niedodatnia ani w odniesiemu do C D86, ani w odniesieniu do 

 

*% ran*ach przedstawiono odpowiednie kombmacje wnikw dw6ch pierwszych analiz血 ez1e之nie od ko1可no§ci, w 

 

jakiejmo2 na je uzysk. 

 

#W ranikach przedstawiono odpowiednie kombmacje wynikw trzech analiz, na podstawie wynikw uzyskanych w 

 

dw6ch pierwszych analizach, przedstawionych w ramce powyej, nie o dzwieried1ajic jednak ko1eno§ci, w jakiej 

 

mo2nje uzsk6. 

 

28. W odniesieniu do badanych substancji chemicznych, w przypadku kt6rch przewidujesi9 

 

wynik DODATNI wzg19dem h-CLAT, opcjonalnie mo2na o kreg1i5 dwie warto§ci s t92enia 
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efektywnego (EC),EC 1So dia C D86 i EC 200 dia C D54, ti.s t92enia, przy kt6rm badane 

 

substancie chemiczne i nduku4 wzgi9dn4 i ntensywno§6 fluorescencji wynosz4c4 150 

 

hab 200. Te warto§ci s t92enia efektywnego mo g4 potencjalnie wplyn46 na oce n9 sily 

 

dzialania uczu1可4cego (9), gdy stosuje s i9 je w kontek§cie pod可§d zintegrowanych takich 

 

jak IATA (4)(5)(6)(7)(8).Mo2n aje obliczyd, korzystj4c z poni2szych r6wnah: 

 

Ec1S0 (for c D86) = ',n', + [(150一 BRFI)/(ARFI一BRFI) x (Ac~nc -瓦 ~nc)] 

 

Ec200 (for c DS4) =& ~nc + [(200一 BRFI)/(ARFI一BRFI) X (Ac~nc -属 ~nc)] 

 

gdzie: 

 

A'0n' oznacza njni2sze s t9之enie wyra2one w ag/l przy KF! >150 (CD86) lub 200 (CD54), 

 

B'~nc oznacza njw弾sze s t92enie wra2one w tg/ml przy RFI< 150 (CD86) lub 200 

 

(CD54), 

 

ARFIoznacza wzgl9d4 intensywnogd fluorescencji dia njni2szego s t92enia przy KF' >150 

 

(CD86) iub 200 (CD54), 

 

BuI oznacza wzg19dn4 intensywno託 fiuorescencji dia najwyszego s t92enia przy RFI< 150 

 

(CD86) iub 200 (CD54). 

 

Aby uzyskad dokladniejsze warto§ci EC1SO i EC 200, konieczne mo2e by6 przeprowadzenie 

 

trzech n iezaie2nch anaiiz d0tcz4cych pomiaru ekspresji D86/D54. Nast9pnie 

 

ostateczne warto§ci EC1SO oraz EC 200 o kre§1a si9 jako warto§6 mediany EC wyliczanych 

 

na podstawie trzech n iezaie2nych analiz. W przypadku gdy tyLko dwie z trzech n ieza1e2nych 

 

anaiiz s peInij4 kryteria uznania za wyniki dodatnie (zob. pkt 26-27), przyjmuje si9 w弾sz4 

 

z wyiiczonych warto§ci EC1SO lub EC 200. 

 

Kryterla dopuszczalnosci 

 

29. Podczas stosowania metody h-CLAT (22)(27) spelnione musz4 zosta6 nast9puj4ce kryteria 

 

dopuszcza1no§ci: 

 

2y 'votno§6 kom6rek w podlo2u oraz kontroiach z rzpuszczainikiem/no§nikiem powinna 

 

bメ w弾sza ni2 90 %; 

 

w przypadku kontroii z rozpuszcza1nikiem!no§nikiem warto§ci KF! zar6wo w 

 

odniesieniu do C D86, jak i C D54 nie powinny przekracza6 kryteri6w uzyskania wyniku 

 

dodatniego (CD86 - RFIと 150 % i C D54 - KF'と 200 %). Warto§ci RFI kontroli z 

 

noSnikiem/rozpuszczalnikiem oblicza s i9, korz邪t可4c ze wzoru przedstawionego w pkt 25 

 

(,IFl substancji chemicznej" na1e2y zast4pi6,, MF! no§nika/rozpuszczalnika", a" MF! 

 

no§nika/rozpuszcza1nika" na1e2y zast4pi6" IFl kontroli (pod1o2)"); 

 

stosunek IFl zar6wno C D86, jak i C D54 do kontroii izotypowej zar6wno w pod1o之u, jak 

 

i w kontroli z rozDuszczalnikiem/no§nikiem Dowinien wvnosid >105 %: 
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w kontroli dodatniej (DNCB) warto§ci RFI zar6wno C D86, jak i C D54 powinny s pe1nia6 

 

kryteria uzyskania wyniku dodatniego (CD86 - KF'と 150 % i C D54 - KF'と 200), a 

 

2y wotno§5 kom6rek powitma b 5 wi9ksza ni2 50 %; 

 

je2e1i chodzi o ba dan4 s ustan可9 c hemiczn4,2y woto§6 kom6rek powinna b'5 w戸sza 

 

ni2 50 % w przypadku co najmniej czterech s t92eit badanych w ka2d可 analizie. 

 

30. Wyniki ujemne dopuszcza si9 whczme w przypadku badanych substancji chemicznych 

 

c harakteryzuj4cych si9 2y wotno§ci4 kom6rek ni2sza ni2 90 % przy njwy2szym badanym 

 

s t92eniu (ti. 1,2 xC V75 zgodnie ze schematem dotycz4cym senii rozcieiiczeh w post9pie 

 

geometrycznym opisanym w pkt 20).Je2e 1i 2y wotno§6 kom6rek przy s t92eniu 1,2 xCV 75 

 

r6wna s i9 lub przekracza 90 %, wynik ujemny na1e2y o drzuck. W takim przypadku zaleca 

 

si9 podj9cie pr6by udoskonalenia dobrania dawki poprzez ponowne o kre§1enie wart 

 

CV 75. Na1e之y zauwa2y5,之e w przypadku stosowania jako maksymalnego s t92enia badanej 

 

substancji chemicznejs t9之enia 5 000 .tg/ml w soi fizjologicznej (lub podlo之u, lub innych 

 

nozpuszcza1nikach/noSnikach), s t92enia 1 000 ig/m1 w sulfotlenku dimetylu lub 

 

画 w戸szego s t92enia rozpuszczalnego, wynik ujemny dopuszcza si9 nawet w6wczas, gdy 

 

2y wotno§6 kom6rek przekracza 90 %. 

 

Sprawozdanie z badania 

 

31. S prawozdanie z badania p0winio zawlera6 nast9pu4ce informaeje: 

 

Badana substan可a c hemiczm 

 

S ubstan可 a j ednoskiadnikowa 

 

dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) JUPAC lub CAS , 

 

numer(-y) CAs, kid S 11LES lub InCh', wz6r strukturalny lub inne identyfikatory; 

 

wyg14d fizyczny, log K 0w, rzpuszcza1no§6 w wodzie, nozpuszcza1no§6 w sulfotlenku 

 

dimetylu, masa c z4steczkowa i dodatkowe istotne w1a§ciwo§ci fizykochemiczne, w 

 

dost9pnym zakresie; 

 

c zysto§5, nazwa chemiczna zanieczyszczei w stosownych przypadkach i je§ 1i jest to 

 

praktycznie wykonalne itp.; 

 

post9powanie z dan4 s ubstan可, przed nzpocz9ciem badaii, w stosownych przypadkach 

 

(np. podgrzewanie, mielenie); 

 

badane s t92enie(-a); 

 

warunki przechowywania i s tbi1no§6, w dost9pnm zakresie; 

 

uzasadnienie wyboru rozpuszcza1nika/no§nika w odniesieniu do ka2de badanej substancji 

 

chemicznej. 
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S ubstan可a wieloskiadnikowa, UVCB i mieszanina 

 

opisana w I iar9 mo2 1iwo§ci np. poprzez podanie nazwy chemicznej (zob. pow2可), 

 

c zysto§ci, przedstawienie informacji dotycz4cych wyst9powania i lo§ciowego oraz 

 

wskazanie istotnych wla§ciwo§ci fizykochemicznych s kladnik6w (zob. pow弾可), w 

 

dost9pnym zakresie; 

 

wygkd 丘 zyczny, rozpuszcza1no§6 w wodzie, rozpuszcza1no§5 w sulfotienku dimetylu i 

 

dodatkowe istotne wla§ciwo§ci丘 zkochemiczne, w dost9pnym zakresie; 

 

masa c z4steczkowa lub pozorna masa c z4steczkowa w przypadku mieszanin lub 

 

polimerw o znanym skladzie lub inne informacje istotne dia przebiegu badania; 

 

post9powanie z dan4 s ubstan可4 przed rzpocz9ciem badai, w stosownych przypadkach 

 

(np. podgrzewanie, mielenie); 

 

badane s t9之enie(-a); 

 

warmiki przechowywania i s tbi1no§6, w dost9pnm zakresie; 

 

uzasadnienie wyboru rozpuszcza1nika/o§nika w odniesieniu do ka之d可 badanej substancji 

 

chemicznej. 

 

Kontrole 

 

Kontrola dodatnia 

 

dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) JUPAC lub CAS , 

 

numer(-y) CAs, kid S 11LES iub InCh', wz6r strukturainy iub inne identy丘ktory; 

 

wyg14d fizyczny, log K 0w, rzpuszcza1no§6 w wodzie, rozpuszczalno§6 w suifotlenku 

 

dimetylu, masa c z4steczkowa i dodatkowe istotne w1a§ciwo§ci fizykochemiczne, w 

 

dost9pnym zakresie i w stosownych przypadkach; 

 

c zysto§5, nazwa chemiczna zanieczyszczeh w stosownych przypadkach i je§1i jest to 

 

praktycznie wykonalne itp.; 

 

post9powanie z dan4 s ubstan 4 przed rzpocz9ciem badah, w stosownych przypadkach 

 

(np. podgrzewanie, mielenie); 

 

badane s t92enie(-a); 

 

warunki przechowywania i s tbilno§6, w dost9pnym zakresie; 

 

odniesienie do wynik6w historycznych kontroii dodatnich wkazlicych odpowiednie 

 

kryteria dopuszczalno§ci analizy, w stosownych przypadkach. 

 

Kontrola ujemna oraz kontroia z rozpuszczalnikiem!no§nikiem 
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dane l denty丘kacめne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) JUPAC lub CAS , 

 

numer(-y) CAS , kid SM ILES lub InCh', wz6r strukturalny lub inne identyfikatory; 

 

c zysto§6, nazwa chemiczna zanieczyszcze11 w stosownych przypadkach i je§ 1i jest to 

 

praktycznie wykonalne itp.; 

 

wygkd 丘 zyczny, masa c z4steczkowa i dodatkowe istotne wla§ciwogci 丘 zykochemiczne w 

 

przypadku stosowania innego rozpuszczalnika/no§nika kontrolnego n i2 te opisane w 

 

wメycznej dotycz4c可 badah, w dost9pnym zakresie; 

 

warunki przechowywania i s tbilno§6, w dost9pnm zakresie; 

 

uzasadnienie wyboru rozpuszczalnik!no§nika w odniesieniu do ka2d可 badanej substancji 

 

chemicznej. 

 

Warunんbadaniα 

 

nazwa i adres sponsora i plac6wki przeprowadzj4cj badanie oraz dane kierownika 

 

badaii; 

 

opis zastosowanego badania; 

 

zastosowana linja kom6rkowa, warunki jej przechowywania oraz 2 r6dI0 (np. plac6wka, z 

 

kt6r可 j 4 otrzymano); 

 

zastosowana c界ometria przeplywowa (np. model), w tyr informacje na temat 

 

zastosowanych ustawieh przyrzdu, globuliny, przeciwcial i markera c界otoksyczno§ci; 

 

procedura stosowana w celu wykazania biegIo§ci laboratorium w zakresie 

 

przeprowadzania badania poprzez badanie substancji s hi24cych do wykazania bieglo§ci 

 

lub procedura stosowana do wykazania o dtwarza1no§ci badania w czasie, np. dane 

 

historyczne dotycz4ce kontroli bib dane historyczne dotycz4ce kontroli reaktywno§ci. 

 

ルyt万a dopuszczaんofcibadania 

 

warto§ci dotcz叩e 2y 'votno§ci kom6rek, IFl oraz RFI uzyskane za pomoc4 kontroli z 

 

rozpuszczalnikiem/no§nikiem w por6wnaniu z zakresami dopuszczalno§ci; 

 

warto§ci dotycz4ce 2y wotno§ci kom6rek oraz RFI uzyskane za pomoc4 kontroli dodatniej 

 

w por6wnaniu z zakresami dopuszczalno§ci; 

 

2y wotno§5 kom6rek przy wszystkich badanych s t92eniach badanej substancji chemicznej. 

 

Iケocedura badawcza 

 

liczba zastosowanych anaiz; 

 

stosowane s t92enia badanej substancji chemicznej, procedura podawania badanej 

 

substancji chemicznej i czas naraenia Ue2eli s , one inne ni2 zalecane); 
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czas na ra2enia na dzialanie substancji chemicznej (je2eli jest imiy ni2 zalecany); 

 

opis zastosowanych krter6w oceny i podejmowania decyzji; 

 

opis wszelkich mod五kaji procedury badawczej. 

 

IIうmik 

 

tabelaryczne zestawienie danych, w tyr warto§ci CV 75 (w stosownych przypadkach), 

 

poszczeg6lnych warto§ci geometrycznej IFl, RFI i 2y wotno§ci kom6rek, wart 

 

EC 150/EC200 (w stosownych przypadkach), uzyskanych w odniesieniu do badanej 

 

substancji chemicznej oraz kontroli dodatniej w ka2de analizie oraz wskazanie oceny 

 

badanej substancji chemicznej wedhig modelu prognozowania; 

 

w stosownych przypadkach opis wszelkich innych istotnych obserwacji. 

 

01ibwienie wノnikw 

 

0 m6wienie wynik6w uzyskanych za pomoc4 metody h-CLAT; 

 

uwzg1dnienie wynikw zastosowania badania w kontek§cie IATA , je2e1i s4 dost9pne inne 

 

odpowiednie informacj e. 

 

IIl房osん 
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Dodatek 1.1 

 

DEFINICIE 

 

DOkadno§ぐ: stopieii zgodo§ci pomi9dzy wynikami badania a przガ9tymi warto§ciami 

 

odniesienia. Jest to miara efektywno§ci badania i jeden z as pekt6w jejis totno§ci. Pj9cia 

 

tego c z9sto u2ywa s i9 zamiennie z poj9ciem ,zgodno§5" na oznaczenie odsetka 

 

prawidlowych wynikw uzyskiwanych przy przeprowadzeniu badania (21). 

 

Mechanizm wywolywania s kutk6w szkodliwych: sekwencja zdarzei, pocz4wszy od 

 

struktury chemicznej docelowej substancji chemicznej lub grupy podobnych substancji 

 

chemicznych poprzez molekularne zdarzenie inijuj4ce a do po24danego wyniku in vivo 

 

(22). 

 

Substan可a chemiczna: substancia lub mieszanina. 

 

CV75: szacowane s t92enie, przy kt6rm 2y woto§6 kom6rek wynosi 75 %. 

 

EC150: s t9之enia, przy kt6rych warto§ci KF' w ekspresji C D86 wyiiosz4 150. 

 

EC200: s t9之enia, przy kt6rych warto§ci RFI w ekspresji C D54 wynosz4 200. 

 

Cytometria przeplywowa: technika c界ometryczna, w kt6rj km6rki zawieszone w cieczy 

 

przep1yw可4 jedna po drugiej przez zogiskowan4 wi4zk9 wzbudz痕cego§ wiat1a, kt6re 

 

rozprasza si9 wedlug wzorc6w charakterystycznych dia kom6rek i ich s kladik6w; kom6rk 

 

cz9sto oznacza si9 znacznikami fiuorescencyjnymi, dzi9ki czemu§ wiatlo jest najpierw 

 

absorbowane, a nast9pnie emitowane w zmienionych c z9stot1iwo§ciach. 

 

Zagrozenie: nieo dhczna wla§ciwo§6 c zylmika lub sytuacja, kt6ra mo之e potencjalnie 

 

doprowadzi6 do niekorzystnych s kutk6w w przypadku naraenia organizmu, systemu lib 

 

(sub)populacji na taki czynnik. 

 

IATA (zintegrowane pod可§cie do badah i oceny): usystematyzowane podejcie 

 

stosowane w odniesieniu do ident丘kaci zagr2eh (potencial), charakterystyki zagro之e1i 

 

(sila oddzialywania) iub oceny bezpieczeiistwa (potencial / sila oddzialywania oraz 

 

nara之enie) substancji chemicznej lub grupy substancji chemicznych; w ramach tego 

 

podjScia w s pos6b strategiczny integruje s i9 i way wszystkie istotne dane, kt6re mog4 

 

wplyn46 na pod9cie decyzji regulacyjnej dotycz4ce potencjainego zagro2enia, ryzyka lub 

 

konieczno§ci pod9cia daiszych ukierunkowanych,a przez to minimalnych badah. 

 

Kontrola podloza: kontrpr6ba niepoddana dzialaniu badanej substancji chemicznej 

 

zawierj4ca wszystkie skiadniki ukiadu badawczego. Pr6bka ta jest przetwarzana razem z 

 

pr6bkami poddanymi dzialaniu badanej substancji chemicznej oraz z innymi pr6bkai 

 

kontrolnymi w ceiu o kre§lenia, czy rozpuszczainik/no§nik wchodzi w reakcj9 z ukiadem 

 

badawczvm. 
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Mieszanina: mieszanina lub roztw6r, kt6re s klad可4 si9 z c o najmniej dw6ch substancji. 

 

Substan可a jednoskiadnikowa: substancia, zde丘niowana za pomoc4 jej skiadu 

 

i1oSciowego, w kt6r可 jeden gl6wny skiadnik wyst9puje w s t92eniu co najmniej 80 % (w/w). 

 

Substan可a wieloskiadnikowa: substancia, zde丘niowana za pomoc4 jej skiadu 

 

i1o§ciowego, w kt6r可 wi9c可 ni2 jeden gl6wny skiadnik wyst9puje w s t92eniuと 10 % (w/w) 

 

i< 80 % (w/w).S ubstanja wieloskiadnikowa powstaje w wyniku procesu wytwarzania. 

 

R62nica m i9dzy mieszanin4 a s ubstanj4 wie1oskladnikow4 polega na tyr,2e mieszanin9 

 

uzyskuje si9 poprzez zmieszanie przynajmniej dw6ch substancji,m i9dzy kt6rmi nie 

 

zachodzi reakcja chemiczna.S ubstan可a wieloskiadnikowa powstaje w wyniku reakcji 

 

chemicznej. 

 

Kontrola dodatnia: kontrpr6ba zawierjca wszystkie skiadniki uldadu badawczego, 

 

poddana dzialaniu substancji chemicznej, o kt6rj wiadomo,之e wywoluje reakcj9 dodatni4. 

 

Aby zapwni6 mo2 1iwo§6 oceny zmiemio§ci reakcji w kontrol dodatniej w czasie, stopiefi 

 

reakcji dodatniej nie powinien by6 nadmierny. 

 

Prehapteny: substancie chemiczne, kt6re s taj4 s i9 czynnikami uczu1a4cymi po 

 

transformacji abiotycznej. 

 

Prohapteny: substancie chemiczne, kt6re wymagj4 aktywacji enzymatycznej do 

 

uwolnienia swoj ego potencjalnego dzialania uczu1j4cego na s kr9. 

 

Wzg1,dna intensy'vnosc fluorescencji (RI): warto§ci wzgl9dne§ rednie geometrycznej 

 

intensywno§ci fluorescencji (IFl) w kom6rkach poddanych dzialaniu substancji 

 

chemicznej w por6wnaniu z IFl w kom6rkach poddanych dzialaniu 

 

rozpuszczalnika/no§nika. 

 

Istotnosc: opis powlgania badania z oczekiwanym skutkiem oraz czy jest ono znacz4ce i 

 

uメeczne z punktu widzenia okre§lonego cdlu. Jest to zakres, w jakim badanie pozwala 

 

prawidlowo zmierzメ lub przewidzie6 biologiczny oczekiwany skutek. Istotno§6 obejmuje 

 

uwzgl9dnienie dok1adno§ci (zgodno§ci) badania (21). 

 

Wiarygodnosc: miary zakresu, w jakim badanie mofe zosta6 przeprowadzone w spos6b 

 

odtwarzalny w jednym laboratorium i pomi9dzy laboratoriami na przestrzeni czasu w 

 

przypadku jego przeprowadzania przy u2yciu tego samego protokolu. Ocenia si9 j , 

 

ob1icza4c o dtwarzalno§5 wewn4trz- i mi9dzy1bortoryjn4 oraz powtarza1no§5 

 

wewnatrzlaboratorvjna (21 '). 

 

analiza obejmuje jednoczesne badanie jednej badanej substancji chemicznej lub 

 

liczby takich substancji w kontroli z rozpuszcza1nikiemIno§nikier i kontroli 

 

Analiza: 

 

wi9kszj 

 

dodatniej. 

 

CzuIO§ぐ: odsetek wszystkich substancji chemicznych djcych wynik dodatni / aktywnych 

 

substancji chemicznych prawidlowo skiasyfikowanych za pomoc4 danego badania. Jest to 
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daje wyniki definitywne i stanowi istotny parametr w 

 

miara dok1adno§ci badania, kt6ra 

 

ocenie istotno§ci badania (21). 

 

Roztw6r buforowy do wybarwiania: roztw6r chiorku sodu buforowany fosforanami 

 

zawier喚cy 0,1 % albuminy surowicy by dl9c. 

 

Kontrola z rozpuszcza1niidem1nognikiem: pr6bka niepoddana dziaianiu badanej 

 

substancji, zawier可4ca wszystkie skiadniki ukiadu badawczego z wjtkiem badanej 

 

substaneji chemicznej, aie z uwzgldnieniem stosowanego rozpuszczainika/no§nika. 

 

Wykorzystywana jest do o kre§lenia wガ§ciowej reakcji dia pr6bek poddanych dzialaniu 

 

badanej substaneji chemicznej rozpuszczonej lub stabilnie rozproszonej w tyr samym 

 

rozpuszcza1niku!noSniku. W przypadku badania z je dnoczesn4 kontroh pod1o2a pr6bka ta 

 

wykazuje r6wnie2, czy rozpuszcza1nik/o§nik wchodzi w reak可9 z ukiadem badawczym. 

 

Swoisto§ぐ: odsetek wszystkich substancji chemicznych d可4cych wynik ujemny / 

 

nieaktywnych substancji chemicznych prawidlowo skiasyfikowanych za pomoc4 badania. 

 

Jest to miara dokladnoSci badania, kt6ra daje wyniki definitywne i stanowi istotny parametr 

 

w ocenie is toto§ci badania (21). 

 

Substan可 a: pierwiastek chemiczny i jego zwi4zki w stanie naturalnym iub uzyskane 

 

konieczne 

 

zastosowane 

 

oddzie1i6 1 

 

wyniku dowolnego procesu produkcyjnego, w tyr wszelkie dodatki 

 

zachowania jego trwa1o§ci i wszelkie zanieczyszczenia powstaie w wyniku 

 

procesu, z w旦4czeniem ewentuainych rzpuszczalnik6w, kt6re mo2 na 

 

wplywu na s tabi1no§6 substancji i bez zmiany jej skiadu. 

 

Badana substancja chemiczna: dowoina substancia lub mieszanina badana za pomoc4 

 

niniej szej metody. 

 

Globalnie Zharmonizowany Sys tem Klasyfikacji i lznakowania C hemikaIi6w 

 

lrganizacji Narod6w Zjednoczonych (G11S 0NZ): system, w ramach kt6rego proponuje 

 

si9 k1asyfikaj9 substancji chemicznych (substancji i mieszanin) wediug znormalizowanych 

 

rodzaj6w i poziom6w zagro之eii fizycznych, zdrowotnych i§ rdowiskowych oraz omawia 

 

egawcze, 

 

i karty 

 

ostrz 

 

yjne, takie jak: piktogramy, hasla 

 

zwroty wskazuj4ce§ rodki o stro之no§ci 

 

:enla, 

 

6w niebezpiecznych, aby przekaza6 informacje na temat 

 

si9 odpowiednie elementy ko 

 

ago2 

 

)dUkt 

 

zwroty wskazuj4ce rodzaj z 

 

charakterystyki substancji i pr( 

 

ich szkodliwego dzialania w ceiu zapewnienia ochrony ludzi (w tyr praownikw, 

 

robotnik6w, przewo乞nik6w, konsu ent6w i ratownik6w) i§ rodowiska (23). 

 

UVCB: substancie o nieznanyr lub zmiennym skladzie, zlo2one produkty reakcji lib 

 

materialy biologiczne. 

 

z可4co istotne i wiarygodne dia danego 

 

mO2e z0Sta5 

 

cdlu (21). 

 

wo podstawach. Badanie nie 

 

Wazne badanie: badanie, kt6re uznano za wysi 

 

cdlu i kt6re opiera si9 na uzasadnionych nauko 

 

absolutnym, ale tylko w odniesieniu do o kre§lonego 
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Dodatek 1.2 

 

SUBSTANC3E S LUZ4CE DO WYKAZANIA B IEGLOSCI 

 

Przed przyst4pieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku 

 

do metody badawczejB .71 laboratoria powinny wkaza6 s w可4 bieglo§5 techniczn4, 

 

prawidlowo o kre§l可4c progoz9 h-CLAT dia 10 substancji wskazanych w tabeli i oraz 

 

okre§i可4c wartogci CV 75,EC 15o i EC 200, kt6re mieszcz4 s i9 w odpowiednim zakresie 

 

odniesienia, dia co najmniej 8 z 10 substancji s h24cych do wykazania bieg1o§ci.S ubstan 

 

h24ce do wykazania bieg1o§ci wybrano w taki s pos6b, aby o dzwiercied1i6 zakres reakcji 

 

na zagro2enia zwi4zane z dziaianiem uczui可4cylll na s kr9. Przy wyborze substancji 

 

kierowano si9 r6wnie2 nast9pu4cymi kryteriami: dost9pnogci4 handiow4 tych substancji, 

 

dost9pno§cia wysokiejja k§ci danych referencyjnych z badaii in vivo oraz dost9pno§ci4 

 

wysokiej ja koSci danych in vitro uzyskanych w wyniku zastosowania metody h-CLAT. W 

 

odniesieniu do metody h-CLAT mo之 na znaie乞5 r6wie之 opublikowane dane referencyjne 

 

(3)(14). 

 

Tabela 1:S ubstan可e zalecane do wykazania biegloSci tccbniczncj w odriicsicniu do metody h-CLAT 

 

Wynik badania h-
CLAT 

 

dia C D54 

 

(Zakres odniesienia 

 

EC200 w"g/ml予 

 

Wynik badania h-
CLAT 

 

dia C D86 

 

(Zakres odniesienia 

 

EC15o w"g/ml)2 

 

Zakres 

 

odniesienia 

 

CV 75 w 

 

.tgImi2 

 

Prognoza ifl 

 

vかil 

 

S tan 

 

skupienia 

 

Numer CAs 

 

Substande s lu24ce do 

 

wykazania bie glo§ci 

 

Dodatni 

 

(0,5-15) 

 

Dodatni 

 

⑩5-10) 

 

2-12 

 

Ujeniny 

 

(>1,5)3 

 

Dodatni 

 

(<40) 

 

5-95 

 

Dodatni 

 

(10-100) 

 

Dodatni 

 

(100) 

 

30-500 

 

Dodatni 

 

(10-140) 

 

Ujeniny 

 

(>10)3 

 

30-400 

 

Dodatni 

 

(-z250) 

 

Ujeniny 

 

>20 

 

Dodatni 

 

口0-75) 

 

Ujeniny 

 

(>5 000) 

 

Ujeniny 

 

(>5 000) 

 

Ujeniny 

 

(>5 000) 

 

Ujeniny 

 

(>1 000) 

 

25- 100 

 

>5 000 

 

>5 000 

 

500-5 000 

 

>1 000 

 

Czyrmik 

 

uzu1可1cy 

 

(wi 4tkowo 

 

silny) 

 

Czynnik 

 

uzu1可1cy 

 

(silny) 

 

Czynnik 

 

uzul可4cy 

 

(w stopniu 

 

uniiarkowanym) 

 

Czynnik 

 

uzu1可1cy 

 

(w stopniu 

 

uniiarkowanym) 

 

Czynnik 

 

uzul可4cy 

 

(slaby) 

 

Czynnik 

 

uzul可4cy 

 

(slaby) 

 

Brak dzialania 

 

uzu1可1ego 

 

Brak dzialania 

 

uzul可4ego 

 

Brak dzialania 

 

uzul可4ego 

 

Brak dzialania 

 

uczulaja'cego 

 

St1y 

 

97-00-7 

 

2,4-dnitrchlorbenzen 

 

Sta1v 

 

106-50-3 

 

4-fnlenodiamina 

 

St1y 

 

1010 1-97-0 

 

SiarzIln niklu 

 

St1y 

 

149-30-4 

 

2-mrkptobenzotiazol 

 

Ciekly 

 

5989-27-5 

 

取＋）ーlimonen 

 

St1y 

 

39236-46-9 

 

imidazolidynylomocznik 

 

Cieldy 

 

67-63-0 

 

Lzopropanol 

 

Cieldy 

 

56-81-5 

 

Glicerol 

 

Ciekly 

 

50-21-5 

 

Kwas miekowy 

 

St1y 

 

150-13-0 

 

Kwas 4-aniinobenzesowy 
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Skr6t: Nr CAS = numer w rejestrze Chemical Abstracts Se rvice. 

 

Prognoza zagr2enia (isiか dzialania) in vivo jest oparta na danych z badania LLNA (3)(14).S l dzialania in vivo o kr§1a 

 

si9 na podstawie kryteri6w zaproponowanych przez ECETOC (24). 

 

Na podstawie historycznych warto§ci zaobserwowanych (13)(25). 

 

Dotychczas wi9kszo§6 wnik6w otrzymywanych dia tegl markera b皿a ujenina, diatego w wi9kszo§ci przypadk6w 

 

lczekuje s i9 wyniku ujeninegl. Przedstawilny zakres o kre§1lnl na pldstawie kiiku wnikw dodatnich zalbserwlwanych 

 

w przeszh§ci. W przypadku uzyskania wyniku dodatniegl wartl§6 EC powrnna mie§ck s i9 w zglaszanym zakresie 

 

odniesienia一 
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Dodatek 2 

 

UCZULAI4CEG0 NA SK 0R IN VITRO: BADANIE 

 

BADANiE 

 

AKTYW CJI L'NII K 0M0RK0W1 U937 (U-SENSTM) 

 

ZALOZENIA WST1PNE I OGRANICZENIA 

 

1. Badanie U~SENSTM pozwala o kre§li5 i lo§ciowo zmian9 ekspresji markera 

 

powierzchniowego kom6rek zwi4zanego z procesem aktywacji monoc昇6w i kom6rek 

 

dendrytycznych (tj.C D86) w ludzkiej uinii kom6rkow可 chioniaka histioc昇arnego U937 po 

 

na ra2eniu na dzialanie c zynnik6w uczulaj4cyc h (1). Pomiary poziom6w ekspresj i markera 

 

powierzchniowego kom6rek C D86 w uinii kom6rkow可 U937 wykorzystuje s i9 p6乞nie do 

 

wsparcia rozr62nienia substancji dziala4cych uczu1可4co na s k6r9 i substancji 

 

niewykazuj4cyc h takiego dzialania. 

 

2. Badanie U~SENSTM oceniono w ramach badania walidacyjnego (2) koordynowanego przez 

 

L'Oreal i p62nie szej niezale2n可 wzaj emnej oceny przeprowadzonej przez Naukowy 

 

Komitet Doradczy (ESAC) dzial可4cy przy laboratorium referencyjnym Unii Europejskiej 

 

ds. metod alternatywnych wobec test6w na zwierz9tach (BURL ECVAM) (3). 

 

Uwzgl9dni可4c wszystkie dost9pne dowody i wklad ze strony organ6w regulacyjnych i 

 

zainteresowanych strof, EURL ECVAM (4) zalecilo stosowanie badania U~SENSTM w 

 

ramach IATA do wsparcia rozr62nienia substancji dzi証喚cych uczu1可4co i substancji 

 

nie wkazu4cych takiego dzialania na potrzeby klasyfikacji i oznakowania pod wzg19den1 

 

zagro2e1i. W swoich wytycznych dotycz4cych zglaszania usystematyzowanych pod可S6 do 

 

integracji danych oraz poszczeg6lnych乞 r6del informacji na temat dzialania uczu1可4cego 

 

na s k6r9 wykorzystywanych w ramach IATA OECD omawia szereg s tudi6w przypadku, 

 

o pisu4c r6之ne strategie badai oraz modele prognozowania. Jedno z wielu zde丘niowanch 

 

pode§6 opiera s i9 na te§cie U-sENs (5). Przyklady wykorzystania danych z badania U-

SE NST1 w pokczeniu z innymi informaej ami, w tyr z danymi historycznymi oraz 

 

istni喚cymi wa2nymi danymi dotycz4cymi ludzi (6),s4 take zamieszczone w innych 

 

pozycjach literatury (4)(5)(7). 

 

3. Udowodniono, 2 e badanie U~SENSTM mo2na przeprowadza6 r6wnie2 w laboratoriach 

 

posiad可4cych do§wiadczenie w zakresie kultury kom6rkowe i analizy przy u2yciu 

 

c界ometrii przeplywowej. Poziom o dtwarzalno§ci prognoz, kt6rego mo2na oczekiwa6 od 

 

tego badania, ma warto§6 rz9du 90 % i 84 % odpowiednio wewntrz laboratori6w i 

 

pomi9dzy nimi (8). Wyniki uzyskane w badaniu walidacyjnym (8) i innych 

 

opublikowanych badaniach (1)o g6inie wskazu4 na to, 2e - w por6wnaniu z wynikami 

 

LLNA - dokIadno§6 rozr62niania substancji dzi証喚cych uczula4co na s k6r9 (tj. 

 

na le2acvch do kateaorii i wg G1S 0NZ / rozvorzadzenia C LP〕 i substancii 
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niewkazu4cych takiego dzialania wynosi 86 % (N = 166) przy c zu1o§ci na poziomie 

 

91 % (118/129) oraz s woisto§ci na poziomie 65 % (24/37). W por6wnaniu z wynikami 

 

badaii przeprowadzonych na ludziach dokladno§6 rozr62niania substancji dziala4cych 

 

uczu1a4co na s k6r9 (ti. na1e24cych do kategorii 1 wg GHS ONZ / rozporz4dzenia CLP) i 

 

substancji n iewkazu4cych takiego dzialania wynosi 77 % (N = 101) przy c zu1o§ci na 

 

poziomie 100 % (58/58) oraz s woisto§ci na poziomie 47 % (20/43). Prawdopodobieiistwo 

 

wyst4pienia prognoz falszywie ujemnych przy zastosowaniu badania U~SENSTM (w 

 

por6wnaniu do LLNA) jest wi9ksze w przypadku substancji chemicznych wkazu4cych 

 

nisk4 lub§ redni4 si l9 dzialania uczulaj4c ego na s k6r9 (ti. na1e24cych do podkategorii 1B 

 

wg G1S 0NZ / rozporz4dzenia CLP) ni2 w przypadku substancji wkazuj4cych wysok4 

 

si19 dzialania uczu1j4cego na s k6r9 (ti. na1e24cych do podkategorii lA wg G1S 0NZ / 

 

rozporz4dzenia CLP) (1)(8)(9). Wszystkie te informacje hcznie wskazuj4 na u之界eczno§6 

 

badania U~SENSTM w identyfikowaniu zagro2eh zwi4zanych z dzialaniem uczu1j4cym na 

 

sk6r9. Przedstawione tutaj warto§ci dokladno§ci U~SENSTM jako samodzielnego badania s4 

 

jednak wlcznie orientacyjne, poniewa badanie to na1e之y rozpatrwa5 w pokczeniu z 

 

innymi 乞 r6d1ami informacji w kontek§cie IATA i zgodnie z przepisami pkt 7 i 8 

 

wprowadzenia o g6inego. Co wi9cj, przy ocenie metod niewymagaj4cych wykorzystania 

 

zwierzt pod ktem dzialania uczu1j4cego na s k6r9 na1e2y pami9ta6,2e LLNA, jak 

 

r6wnie2 inne badania przeprowadzane na zwierz9tach, mog4 nie w pelni o dzwierciedla6 

 

sytuaj9 w odniesieniu do ludzi. 

 

4. Na podstawie obecnie dost9pnych danych wykazano, 2 e badanie U~SENSTM ma 

 

zastosowanie do badanych substancji chemicznych (w tyr do s kladnik6w kosmetycznych, 

 

np. konserwat6w, § rodk6w powierzchniowo czynnych, substancji czynnych, barwn ik6w) 

 

obej111uj4cych szereg organicznych grup funkcyjnych, wla§ciwo§ci fizykochemicznych, sil 

 

dzia1ania uczu1可4cego na s k6r9 (jak o kre§1ono w badaniach in vivo) oraz spektrum 

 

mechanizm6w reagowania, o kt6rch wiadomo,2 e m aj4 zwi4zek z dzialaniem 

 

uczulaj4cym na s k6r9 (np. akceptor Michaela, powstawanie zasady S chiffa, przeno§nik 

 

gnip acylowych, dwucz4steczkowa subst界ucja nukleo丘lowa [SN2] lub aromatyczna 

 

substytucja nukleofiowa [SNAr]) (1)(8)(9)(10). Badanie U-sENsTM ma zastosowanie do 

 

badanych substancji chemicznych, kt6re s4 rozpuszczalne lub tworz4 s tabiln4 dsperj (ti. 

 

koloid lub zawiesin9, w kt6rych badana substancia chemiczna nie osadza s i9 ani nie 

 

oddziela od rozpuszcza1nika/no§nika w r62ne fazy) w odpowiednim 

 

rozpuszczalniku/no§niku (zob. pkt 13). W badaniu U-sENsTM w s pos6b prawidlowy 

 

przewidziano sub stancje chemiczne zglaszane w zbiorze danych jako prehapte ny (ti. 

 

substancie aktywowane przez utlenianie) lub prohapteny (ti. substancie wymagaj4ce 

 

aktywacji enzymatycznej, np. przez enzymy P450) (1)(10).S tosowanie substancji 

 

powoduj4cych przerwanie blony kom6rkowej mo2e doprowadzi6 do uzyskania wynik6w 

 

falszywie dodatnich z powodu niespecy丘cznego wzrostu ekspresji CD86 - 3 na 7 

 

wynik6w falszywie dodatnich wzgl9dem klasyfikacji odniesienia in vivo spowodowane 
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bylo stosowaniem§ rodk6w powierzchniowo c zynnych (1). Do wynik6w dodatnich 

 

uzyskanych przy zastosowaniu§ rodk6w powierzchniowo czynnych jako takich nale2y 

 

podchodzi6 z os tro2no§ci4, natomiast wyniki ujemne uzyskane przy zastosowaniu§ rodk6w 

 

powierzchniowo czynnych mo2na datei wkorzystywa5 do wsparcia identy丘ka可i badanej 

 

substancji chemicznej jako substancji n iewkaz可4c可 dzialania uczu1可4cego na s k6r9. 

 

Fluorescencyjne badane substancie chemiczne mo2na oce ni6 za pomoc4 badania U-

SENST1 (1),j ednak badane substancje chemiczne o wysokiej fluorescencj i e mitu4ce fale 

 

tej samej d1ugo§ci co izotiocyjanian fluoresceiny (FITC) lub jodek propidyny b9d4 

 

zakl6ca6 detekcj przy u2yciu c界ometrii przeplywowej, co uniemo21iwia ich prawidlow4 

 

0cen9 z wykorzystaniem przeciwcial skoniugowanych z FITC (potencjalny wynik 

 

falszywie ujemny) tub jodku propidyny (brak mo21iwoSci pomiaru 2y wotno§ci). W takim 

 

przypadku mo之n a u之y5 odpowiednio innych przeciwcial znakowanych fluorochromem tub 

 

innych ma rker6w c外otoksyczno§ci, o ile mo2na wkaza5,2e pozwa1可a one uzyska5 

 

wyniki podobne do wynik6w otrzymywanych w przypadku przeciwcial znakowanych 

 

FITC lub jodku propidyny (zob. pkt 18), np. poprzez badanie substancji s hi4cych do 

 

wykazania bieglo§ci wymienionych w dodatku 2.2. W§ wietle pow弾szego wyniki 

 

dodatnie uzyskane przy zastosowaniu§ rodk6w powierzchniowo czynnych oraz wyniki 

 

ujemne uzyskane przy zastosowaniu badanych substancji chemicznych o wysokiej 

 

fluorescencji nale2y interpretowa6 w kontek§cie zdefiniowanych ograniczeii i w polaczeniu 

 

z innymi 2 r6dlami informacji w ramach IATA. W przypadkach, w kt6rych mo2na 

 

przedstawi6 dowody na brak mo2 1iwo§ci zastosowania badania U~SENSTM w odniesieniu 

 

do innych konkretnych kategorii badanych substancji chemicznych, nie na1e2y jej 

 

stosowa6 w odniesieniu do tvch konkretnvch kategorii. 

 

5. Jak opisano pow弾, badanie U-sENsTM wspiera rozr62nienie substancji dzial4cych 

 

uczula4co na s k6r9 i substancji niewkazu4cych takiego dzialania.Mo2e ono jednak 

 

r6wnie2 potencjalnie wp1yn46 na ocen9 sily dzialania uczula4cego, gdy stosuje s i9 je w 

 

ramach pod可§6 zintegrowanych takich jak IATA. Wymagane jest jednak przeprowadzenie 

 

daiszych prac, najlepiej na podstawie danych dotcz4cych ludzi, aby usta1i5, w jaki spos6b 

 

wyniki badania U-sENsTM mog4 potencjalnie wplyn45 na o cen9 sily dzialania. 

 

6. Definicje znadj4 si9 w dodatku 2.1. 

 

Z SADA BADA1NIA 

 

7. Badanie U~SENSTM jest tester in vitro, kt6r pozwala o kre§lk i 1o§ciowo zmiany ekspresji 

 

markera powierzchniowego kom6rki C D86 w ludzkiej uinii kom6rkowj chioniaka 

 

histiocメarnego, ti. kom6rkach U937, po 45士 3 godzinach nara2enia na dzialanie badanej 

 

substancji chemicznej. Marker powierzchniowy C D86 jest jednym z typowych marker6w 

 

aktywacji U937. Wiadomo, 2e C D86 jest cz4steczk4 kostymuluj4c4, kt6ra mo2e 
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na§ladowa6 a ktywa可9 monocメ6w, kt6ra odgrywa kluczow4 rol9 w uczulaniu limfc界6w 

 

T. Zmiany ekspresji markera powierzchniowego C D86 mierzy si9 za pomoc4 c界ometrii 

 

przeplywowej, zwykle korzystaj4c z przeciwcial znakowanych izotiocyj anianem 

 

fluoresceiny (FITC).Je docze§nie przeprowadza s i9 r6wnie2 pomiar cメotoksyczno§ci (np. 

 

z wykorzystaniem jodku propidyny), aby oce ni5, czy podw弾szona ekspresja markera 

 

powierzchniowego kom6rki C D86 zachodzi przy s t92eniach ni2szych ni2 s t92enia 

 

c昇otoksyczne. Wska2nik stymulacji (s.l.) markera powierzchniowego kom6rki C D86 w 

 

por6wnaniu z k0ntr014 z rozpuszczalnikiem/no§nikiem wylicza si9 i wykorzystuje w 

 

modelu prognozowania (zob. pkt 19), aby wesprze6 rozr62nienie substancji dzial可4cych 

 

uczula4co i substancji niewkazu4cych takiego dzialania. 

 

WYKAZANIE B IEGLOSCI 

 

8. Przed przyst4pieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku 

 

aza6 s w可4 bie g1oS6 techniczn4 z 

 

azania bieg1oSci wymienionych w 

 

tro (11). Ponadto 

 

wygenerowanych 

 

z 

 

do 

 

kontroli 

 

te dane 

 

do metody badawczejB .7 i laboratoria powinny wkI 

 

zastosowaniem dziesi9ciu substancji s 1u4cych do wyk 

 

zgodnie z dobrymi praktykami w zakresie metody iii vi 

 

badania powinni prowadzi6 ba z9 danych historycznych 

 

dodatnich i 

 

miar9 uplywu 

 

oraz kontroli 

 

wykorzystywa6 

 

laboratorium w 

 

a take 

 

dodatku 2.2 

 

u2ytkownicy 

 

podczas kontroli reaktwno§ci (zob. pkt 11) 

 

rozpuszczalnikiem/no§nikiem (zob. pkt 15-16), 

 

potwierdzenia zachowania o dtwarzalno§ci badania w swuim 

 

czasu. 

 

PROCEDURA 

 

9. Podstaw9 niniejszego badania stanowi protok6l nr 183 bazy danych na temat metod 

 

alternatywnych wobec test6w na zwierz9tach (DB-ALM) dotycz4cy U-sENsTM (12). Ze 

 

standardowych procedur operacyjnych nale2y korzysta6 przy wdra2aiu i wykonywaniu 

 

badania U~SENSTM w laboratorium. Badanie U~SENSTM mo2 na przeprowadzi6, 

 

korzysta4c z zautomatyzowanego systemu,je2e li mo2na wykaza6,2e pozwala on uzyska6 

 

podobne wyniki, np. poprzez badanie substancji s lu24cych do wykazania bieg1o§ci 

 

wymienionych w dodatku 2.2. Ponie opisano gkwne elementy i procedury badania U-

sENsTM. 

 

1udzk4 l ini9 kom6rkow4 chioniaka 

 

CRL1593.2) nale2y pozyska6 z banku 

 

Przygotowanie km6rek 

 

U5EN5TM na1e2y wykorzysta6 

 

- U937 (13).Kom6 rki (klon 

 

10.Do badania 

 

histioc舛arnego 

 

kom6rek posiada cego niezb9dne uprawnienia, takiego jak np. zbi6r kultur typu 

 

amerkaitskiego. 
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11.Ko m6rki U937 hoduje si9 w temperaturze 37。C, w o becno§ci 5% CO2 i w wilgotnym 

 

§ rodowisku, w podlo2u RPMI-1640 z dodatkiem 10 %cie 19c可 surowicy plodowej, 2 mM 

 

L-glutaminy, 100 jednostek/mi penicyliny i 100 .tg/m1 streptomycyny (kompletne 

 

podIo2e). Pasa2 kom6rek U937 odbywa s i9 regularnie c o 2-3 dni w g9sto§ci odpowiednio 

 

1,5 lub 3 x10 5 kom6rek!ml. Zag9szczenie kom6rek nie powimil przekracza6 2 x 106 

 

kom6rek/ml, a 2y wotno§6 kom6rek mierzona poprzez wykluczenie kom6rek 

 

wybarwionych b19kitem trypanu powinna wynosi6 ? 90 % (metody tej nie na le2y s tosowa5 

 

przy pierwszym pasa2u nast9pu4cym po rozmro2eniu). Przed wykorzystaniem kom6rek 

 

do badah ka2d4 parti9 kom6rek, plodowej surowicy c ie19c可 lub przeciwcial na1e2y 

 

zakwa1i丘kowa6 do bada, przeprowadzaj4c kontro19 reaktywno§ci.Ko ntro19 reaktwno§ci 

 

kom6rek na1e2y przeprwadzi5, wkorzystu4c do tegl celu kontrol9 dodatnl, tj. kwas 

 

pikrylosulfonowy (kwas 2,4,6-trinitrobeiizenosulfnowy, T NBS) (irr CAS 2508-19-2, ? 

 

99 %c zysto§ci), oraz k0ntr019 uemn4, tj. kwas miekowy (LA) (nr CAS 50-21-5,? 85 % 

 

c zysto§ci), c o najmniej tydziefi po rozmro之eniu. Podczas kontroli reaktywno§ci na le2y 

 

zbada6 s ze§6s t9之eh kohcowych w ka之de z 2 kontrol (TNBS: 1; 12,5; 25; 50; 75; 100 

 

ig/ml, oraz L: 1; 10; 20; 50; 100; 200 F g/ml). Rozpuszczenie T NBS w kompletnym 

 

pod1o2u powinno wywola6 reak可9 dodatni4 C D86, kt6ra powinna by6 powi4zana ze 

 

s t92eniem (np. gdy po uzyskaniu s t9之enia dodatniego (wska2nik stymulacji CD86 ?150) 

 

nas t9pue s t92enie c harakteryzu4ce s i9 wzrast可4c4 warto§ci4 wsk吃nika stymulacji 

 

C D86),a rozpuszczenie kwasu miekowego w kompletnym pod1o2u powinno wywo1a6 

 

reak可9 uemn4 C D86 (zob. pkt 21). Do analizy na1e2y wkorzysta6 jedynie parti9 

 

kom6rek, kt6ra dwukrotnie przeszla kontro19 reaktywno§ci.K om6rki m o2na rozmna2a6 do 

 

siedmiu tygodni po rozmro2eniu. Liczba pasa2y nie powinna przekracza6 21. K ontrol9 

 

reaktywno§ci na 1e2y przeprowadzi6 zgodnie z procedurami opisanymi w pkt 18-22. 

 

12. Ko m6rki U937 wysiewa s i9 do badai w g9sto§ci 3 x 1iう kom6reklml albo 6 x10" 

 

kom6rek!ml i dokonuje ich wst9pn可 hodowli w kolbach z kulturami odpowiednio przez 2 

 

dni lub i dziefi.M o2na zastosowa6 inne warunki hodowli wst9pn可 ni2 warunki opisane 

 

pow弾e,j e之eli przedstawione zostanie wystarcz可4ce uzasadnienie naukowe oraz je2 eli 

 

mo2na wkaza6,2 e pozwala4 one uzyska5 podobne wyniki, np. poprzez badanie 

 

substancji s lu祖cych do wykazania bieg1o§ci wymienionych w dodatku 2.2. W dniu 

 

badania kom6rki pobrane z kolby z kulturami zawiesza s i9 ponownie w§ wie2ym podlo2u 

 

w g9sto§ci 5 x10 5 kom6rek/ml. Nast9pnie kom6rki umieszcza s i9 w dolkach 96-doikowe 

 

plメki plaskodennej w ob9to§ci po 100 i1 (kohcowe zag9szczenie kom6rek - 0,5 x i05 

 

kom6rek/dolek). 

 

Przygotowanie badanych substancji chemicznych i substancji kontrolnych 

 

13. 0cen9 rozpuszczalno§ci przeprowadza si9 przed badaniem. W tyr celu badane substancje 

 

chemiczne s , rozpuszczane lub tworz4 stabilne dyspersje o s t92eniu 50 mg/ml w 

 

kompletnym podlo2u (pierwszy wariant rozpuszczalnika) lub w sulfotlenku dimetylu 
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(D1S0,c zysto§6 と 99 %) (drugi wariant rozpuszcza1nik/no§nik),je2e 1i badana 

 

substancia chemiczna nie rozpuszcza s i9 w rozpuszcza1niku/no§niku kompletnego pod1o之a. 

 

Na potrzeby badania badan4 s ubstan可9 c hemiczn4 rozpuszcza s i9 do uzyskania s t92enia 

 

kohcowego wynosz4cego 0,4 mg/ml w kompletnym podlo2u,je2e li substancia chemiczna 

 

jest rozpuszczalna w danym rozpuszcza1nik/o§niku.Je2e li substancia chemiczna jest 

 

rozpuszczalna jedynie w sulfotlenku dimetylu, rozpuszcza si9 j4 w s t92eniu 50 mg/ml. 

 

Mo2 na u2y6 innych rozpuszcza1nik6w/no§nik6w ni2 te opisane pow弾j pod warunkiem 

 

przedstawienia wystarczaj4ce go uzasadnienia naukowego. Nale2y uwzgl9dni6 s tabi1no§6 

 

badanej substancji chemicznej w kohcowym rozpuszczalniku/no§niku. 

 

14. Badane substancie chemiczne oraz substancj e kontrolne przygotowuj e si9 w dniu badania. 

 

Z uwagi na nieprzeprowadzanie testu ustal可4cego dawk9 na potrzeby pierwszej analizy 

 

na le2y przeprowadzi6 badania 6 s t9之eh kohcowych (1, 10, 20, 50, 100 i 200 ig/ml) w 

 

odpowiednim rozpuszczalniku/no§niku albo w kompletnym podlo2u, albo w 0,4 % 

 

sulfotlenku dimetylu w podlo2u. Na potrzeby kolejnych analiz, przy u之yc iu odpowiedni ego 

 

rozpuszcza1nika/no§nika, przygotowuje si9 roztwory badanych substancji chemicznych - 

 

co najmniej 4 roztwory robocze (ti. w co najmniej 4 s t92eniach), zaczynj4c od s t92enia 

 

0,4 mg/ml w kompletnym pod1o2u lub s t92enia 50 mg/ml w sulfotlenku dimetylu. 

 

Roztwory robocze ostatecznie wykorzystuje si9 w celu poddania dzialaniu substancji 

 

chemicznej poprzez dodanie zawiesiny kombrkowej linii U937 (zob. pkt 11 powy2e) w 

 

obj9to§ci r6wne o bj9to§ci roztworu roboczego na pl界ce, aby osi4gn46 daisze dwukrotne 

 

rozciehczenie (12). Doboru s t92eh (co najmniej 4 s t92eh), kt6re ln aj4 zosta6 wykorzystane 

 

na potrzeby kolejnej analizy, dokonuje si9 w oparciu o poszczeg6lne wyniki wszystkich 

 

poprzednich analiz (8). U2メkowe s t92enia kohcowe: 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 i 200 ig/ml. Maksymalne 

 

st92enie kohcowe wynosi 200 gg/ml. W przypadku zaobserwowania warto§ci dodatniej 

 

C D86 przy s t9之eniu 1 ig/ml ocenie poddaje si9 st9之enie 0,1 ig/ml, aby usta1i5 s t9之enie 

 

badanej substancji chemicznej, kt6re nie wywoluje przekroczenia przez C D86 progu 

 

uzyskania wyniku dodatniego. J e2e1i zaobserwowano dodtni4 zale之no§5 s t92enie - 

 

odpowied2 w odniesieniu do C D86, na potrzeby ka2dj analizy wylicza s i9 warto§6EC 150 

 

(st92enie, przy kt6rm substancia chemiczna osi4ga pr6g uzyskania wyniku dodatniego dla 

 

C D86 wynosz4cy 150 %, zob. pkt 19). W przypadku gdy badana substancia chemiczna 

 

wywoluje reakcj9 dodatni4 C D86 niepowi4zan4 ze st92eniem, obliczenie warto§ci BC 150 

 

mo2e nie by6 istotne, jak opisano w protokole nr 183 DB-ALM dotycz4cym U-sENsTM 

 

(12). Na potrzeby ka之dej analizy - gdy tylko jest to mo21iwe - wylicza si9 warto§6 CV70 

 

(st92enie, przy kt6rm substancia chemiczna o si4ga pr6g c界otoksyczno§ci wynosz4cy 

 

70 %, zob. pkt 19) (12). Aby zbada6 wplyw wzrostu ekspresji C D86 na za1e2no§6 st92enieー 

 

odpowied2, spo§r6d s t92eh u2メkowych nale2y wbra6 dowolne st92enia, kt6rych warto§ci 

 

sa r6wnomierie roz1o2one miedzv EC1SO (lub najwyszym ujemnym ste2eniem 
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niec界otoksycznym C D86)a CV 70 (lub najwyszym dopuszczalnym s t92eniem, ti. 200 

 

tg/mi). W ka2d可 analizie na1e2y zbada5 c o najmniej 4 s t92enia, przy czym w celu 

 

zapewnienia por6wnywa1no§ci c o najmniej 2 s t92enia powinny by6 takie same jak w 

 

poprzedniej anaizie / poprzednich analizach. 

 

15. W ramach kontroii z rozpuszczainikiem/no§nikiem w badaniu U~SENSTM stosujesi9 

 

kompletne podlo2e (w przypadku badanych substancji chemicznych rozpuszczonych lub 

 

tworz4cych stabilne dyspersje) (zob. pkt 4) lub sulfotlenek dimetylu w s t92eniu 0,4 % w 

 

kompletnym pod1o之u (w przypadku badanych substancji chemicznych rozpuszczonych lub 

 

tworzqcych stabiine dyspersje w sulfotienku dimetylu). 

 

16. W ramach kontroli dodatniej w badaniu U-sENsTM (zob. pkt 11) stosuje s i9 T NBS, 

 

przygotowany w kompletnym podlo2u.T NBS naie之y s tosowa6 jako kontrol9 dodatni4 na 

 

potrzeby pomiaru ekspresji C D86 w kohcowym pojedynczym s t92eniu na pl界ce (50 

 

g/mi) pozwal可4cym uzyska6 2y wotno§6 kom6rek na poziomie > 70 %. W celu uzyskania 

 

na plメce s t92enia T NBS wynosz4cego 50 tg/ml przygotowuje s i9 1-molowy (ti. o s t92eniu 

 

293 mg/mi) roztw6r podstawowy T NBS w kompletnym pod102u, kt6r nast9pnie 

 

rozciehcza si9 2 930-krotnie w kompletnym pod1o2u do uzyskania roztworu roboczego o 

 

s t92eniu 100 tg/m1. Kwas miekowy (LA, nr CAS 50-21-5) powinien by6 stosowany jako 

 

kontrola ujemna w s t92eniu 200 ig/ml, rozpuszczony w kompletnym podlo2u (z roztworu 

 

podstawowego o s t92eniu 0,4 mg/mi). W ka2de plメce z ka2dej analizy przygotowuje si9 

 

po trzy kontrpr6by: kontroii niepoddanej dzialaniu substancji chemicznej z kompletnym 

 

pod1o2em, kontroii z rozpuszczalnikieni!no§nikiem oraz kontroii Ui emnej i dodatniej (12). 

 

M o2na s tosowa6 inne odpowiednie kontrole dodatnie,je2e 1i dost9pne s4 dane historyczne 

 

pozwal可4ce na uzyskanie por6wnywalnych kryteri6w dopuszcza1no§ci analizy. Kr界eria 

 

dopuszczalno§ci analizy s4 takie same jak kr界eria opisane w odniesieniu do badanej 

 

substancji chemicznei (zob. pkt 12). 

 

Podawanie badanych substancji chemicznych i substancji kontrolnych 

 

17.K ontrol9 z rozpuszczainikiem/no§nikiem lub roztwory robocze opisane w pkt 14-16 

 

miesza s i9 w stosunku 1:1 (obi.) z zawiesinami kom6rkowymi przygotowanymi w dolkach 

 

9 6-doikow可 pl界ki plaskodennej (zob. pkt 12). Nast9pnie pl界ki poddane dzialaniu 

 

s ubstan可i inkubuje si9 przez 45士 3 godziny w temperaturze 37 oc w obecno§ci 5 %CO 2. 

 

Przed inkuba可4 plメki uszczeinia si9 p6iprzepuszczain4 membran4, aby nie dopu§ci6 do 

 

odparowania iotnych badanych substancji chemicznych i aby zapobiec zanieczyszczeniu 

 

krz弾owemu mi9dzy kom6rkami poddanymi dzialaniu badanych substancji chemicznych 

 

(12). 

 

Wybarwianie kom6rek 
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18. Po nara2eniu na dzialanie substancji chemicznej przez 45 godzin士 3 godziny kom6rk 

 

przenosi si9 na mi krop1tk9 z dnem w ksztaicie litery V i zbiera s i9 przez odwirowanie. 

 

Interfren可9 rozpuszczalno§ci definiuje si9 jako krysztaiy lub krople obserwowane pod 

 

mikroskopem w po uplywie 45士 3 godzin po poddaniu dziaianiu substancji (przed 

 

wybarwieniem kom6rek).S upernatanty odrzuca siv, a pozostale kom6rki przemywa si9 raz 

 

w 100 i1 silnie schiodzonego roztworu chiorku sodu buforowanego fosforanami (PBS) 

 

zawierjacego 5 %c iei9c可 surowicy piodowej (roztw6r buforowy do wybarwiania). Po 

 

odwirowaniu kom6rki ponownie zawiesza si9 w 100 tl roztworu buforowego do 

 

wybarwiania i wybarwia si9 za pomoc4 5 il (np. 0,25 tig) przeciwciai a nty-CD86 lub 

 

mysich przeciwcial IgGi (izotyp) znakowanych FITC w temperaturze 4 oc przez 30 minut, 

 

chronionych przed g wiat1em. Nale2y wkorzysta6 przeciwciaia opisane w protokole nr 183 

 

DB-ALM dotycz4cym U-sENsTM (12) (w odniesieniu do cD86: BD-PharMingen #555657 

 

klon: Fun-1 lub caltag/Invitrogen # M1CD8601 klon: BU63; oraz w odniesieniu do IgGi: 

 

BD-Pharlingen #555748 lub caltag/Invitrogen # G14992). Z do§wiadczenia naukowc6w 

 

opracowuj4cych badanie wynika,之e i ntensywno§6 fluorescencji przeciwcial jest zwykle 

 

stala w r6之nych partiach. Do testu m o之na wkorzysta6 inne klony lub przeciwci証a od 

 

innego dostawcy, kt6re pomy§lnie przeszly kontrol9 reaktywno§ci (zob. pkt 11). 

 

U2ytkownicy mog4 jednak rozwa2y6 miareczkowanie przeciwcial w warunkach wiasnego 

 

laboratorium, aby o kre§li6 s t92enie, kt6re jest najbardziej stosowne dia danego 

 

zastosowania. Mo2 na wkorzysta6 inny system detekcji, np. przeciwciaia anty-cD86 

 

znakowane fiuorochromem, je2eli mo2na wkaza6,2e pozwala on uzyska6 wyniki 

 

podobne do wynik6w otrzymywanych w przypadku wykorzystania przeciwcial 

 

skoniugowanych z FITC, np. poprzez badanie substancji s 1u2acych do wykazania bieg1o§ci 

 

wymienionych w dodatku 2.2. Po dwukrotnym przemyciu w 100 il roztworu buforowego 

 

do wybarwiania i jednokrotnym przemyciu w 100 il silnie schiodzonego PBs kom6rk 

 

zawiesza s i9 ponownie w silnie schiodzonym PBS (np. w 125 il w przypadku pr6bek 

 

analizowanych r9cznie prob6wka po prob6wce lub w 50 d przy uyciu pl界ki do 

 

autosampiera) i dodaje s i9 roztw6r jodku propidyny (st92enie kohcowe wynosz4ce 3 

 

ig/m1). M o2na wkorzysta6 inne markery c界otoksyczno§ci, takie jak 7-

aminoaktynomycyna D (7-AAD) lub b19kit trypanu, je2eli mo2na wkaza6,2e 

 

alternatywne barwniki pozwala4 uzyska6 wyniki podobne do wynik6w otrzymywanych w 

 

przypadku wykorzystania jodku propidyny, np. poprzez badanie substancji s 1u24cych do 

 

wvkazania bieglo§ci wvmienionvch w dodatku 2.2. 

 

Analiza przy uyciu cytometrii przeplywowej 

 

s i9 przy pomocy cメometrii 

 

punktowym uwzgl9dni喚cy m 

 

19. Poziom ekspresji C D86 i之y wotno§6 kom6rek analizuje 

 

przeplywowej. K om6rki przedstawia s i9 na wykresie 

 

parametry wielko§ci (FSC) i ziarnisto§ci (SSC) w skali iogar舛micznej, aby wra2nie 

 

okre§li5 popula可9 w pierwszej bramce Rl i wyeliminowa6 pozostlo§ci kom6rkowe. Na 
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ka2dy dolek w bramce Rl pozyskuje si9 docelowo hcznie 10 000 kom6rek.Kom6 rki z tej 

 

samej bramki Rl przedstawia si9 na wykresie punktowym uwzg19dni喚cym parametry 

 

FL3 tub FL4 /SSC .Kom6 rki 2y wotne wyznacza si9 poprzez umieszczenie drugiej bramki 

 

R2, kt6ra pozwala wyodr9bni5 popu1a可9 kom6rek niewybarwionych jodkiem propidyny 

 

(kanal FL3 lub FL4). Zywotno,6 kom6rek mo2na o b1iczy6 za pomoc4 poni2szego 

 

r6wnania, korzyst可4c z programu do analizy c界ometrycznej. Przy niskiej2y wotn 

 

kom6rek mo2na pozyska5 do 20 000 kom6rek, w§r6d kt6rych zn du4 s i9 martwe 

 

kom6rki. Ewentualnie dane mo2 na pozyska6 w ci4 gu jednej minuty od rozpocz9cia 

 

analizy. 

 

山 ,,, I l liczba之y wych koin6rek 

 

乙ywotnoSCkomirek =1 1, -1 1,_1 1, 1-------------------------------
I4CZflU LLCZDU pOzysKanyCFi 

 

Nast9pnie mierzy s i9 odsetek tych之y wych kom6rek FL1 -dodatnich w bramce R2 (wewntrz 

 

Ekspre可9 C D86 na powierzchni kom6rek analizuje si9 na wykresie 

 

ukladzie wsp6lrz9dnych FL1 /SSC w bramce zawier可4c可 kom6rki之y wotne 

 

W przypadku dolk6w zawier痕cych kompletne podlo2e / IgGi znacznik analizy ustawia s i9 

 

blisko gl6wn可 populacji, tak aby w kontrolach z kompletnym podlo2em przeciwciala IgGi 

 

znajdowalys i w strefie docelowej wynosz4c可 0,6-0,9 %. 

 

Interfren可9 barw de丘niue s i9 jako przesui9cie wykresu punktowego IgGi znakowanego 

 

FITC (§redia geometryczna wska2nika symulacji IgG i FL1 ? 150 %). 

 

Indeks stymulacji (5.1.)C D86 kom6rek kontrolnych (niepoddanych dzialaniu substancji lub 

 

zawieszonych w sulfotlenku dimetylu o s t92eniu 0,4 %) i kom6rek poddanych dzialaniu 

 

substancji chemicznej oblicza s i9 wedlug nast9pu4cego rwnania: 

 

X 100 

 

% kom6rek C D86+ w kontroli - % kom6rek IgG1+ w kontroli 

 

S. 

 

% kom6rek IgGl+ w kontroli niepoddanej dzialaniu substancji chemicznej: oznacza odsetek 

 

kom6rek IgGl FL1-dodatnich wyznaczonych za pomoc4 znacznika analizy (dopuszczalny 

 

zakres:と 0,6 % i< l 5 %, zob. pkt 22) w kom6rkach 2y wotnych niepoddanych dzialaniu 

 

substancji chemicznej. 

 

% kom6rek IgGl/cD86+ kontrolnych / poddanych dzialaniu substancji chemicznej: 

 

oznacza odsetek kom6rek I gG1/CD86 FL1 -dodatnich, mierzony bez przesuwania znacznika 

 

analizy, w 2y wych kom6rkach kontrolnych / poddanych dzialaniu substancji chemicznej. 

 

I S PRAWOZDAWCZoSC 

 

Ocena danvch 
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20. W ramach badania U-sENsTM oblicza si9 nast9pu4ce parametry: warto§6 C V70, tj. 

 

s t92enie, przy kt6rm prze2ywa1no§6 kom6rek uinii U937 wynosi 70 % (c界otoksyczno§6 

 

na poziomie 30 %), i warto§6 EC1SO, tj.s t92enie, przy kt6rym badane substancje 

 

chemiczne wywoialy indeks stymulacji C D86 (s.l.) wynosz4cy 150 %. 

 

Do obliczenia warto§ci C V7o stosuje si9 i nterpo1a可9 1ogarticzno-1iniow4 wedlug 

 

nast9pu4cego r6wnania: 

 

CV 70 = Cl + [(Vi - 70) / (Vl - V2) * (C2 - C i)] 

 

gdzie: 

 

Vi oznacza minima1n warto§5 2y wotno§ci kom6rek pow戸可 70 %; 

 

V 2 oznacza maksyma1n wartoS6 2y wotno§ci kom6rek pow"e 70 %; 

 

Cl i C 2 o znacz可4s t9之enia wskazu4ce odpowiednio wartoS5 2y wotno§ci kom6rek Vi i V 2. 

 

2ywotno虻 w u"k pro'entowym('rdni) 

 

Dawka 

 

'("Wrn1) 

 

I.. 

., 

 

コ％・，一 

 

I '‘
・，ー 

 

, 

 

亡l Cv了ロ Cユ 

 

70V2 

 

Mo之na s tosow議in ie pod可§cia di o kre§1ania warto§ci CV 7o pod warunkiem wykazania 

 

braku wplywu na wyniki (np. poprzez badanie substancji s hi24cych do wykazania 

 

bie母o§ci). 

 

Do obliczenia warto§ci EC1SO stosuje s i9 interpo1a可9 lo gartmiczno-liniow4 wedlug 

 

nast9pu4cego r6wnania: 

 

EC150= Cl + [(150-S .I.1) / (S..2 - S .i) * (C2 - Cl)] 

 

gdzie: 

 

Cl oznacza n可w弾sze s t9之enie wyra之one w .igIrnl przy wska乞niku stymulacjiC D86 

 

wyno sz 4c ym< iso % (5.!. 1); 

 

C2 oznacza n可ni2sze s t92enie wyraone w tg/m1 przy wsk脱niku stymulacjiC D86 

 

wyno sz 4c ymと 150 % (s.l. 2). 
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CD86-10lS1 

 

' 

 

.I.

215~ 

 

sil 

 

Da"ka 

 

'I昭/rnり 

 

' 

 

EClうロ 〔コ 

 

WartoSci EC 150 i CV 7o oblieza si9 

 

na potrzeby kad可 analizy: poszczeg6lne warto§ci BC 150 i C V7o wykorzystuje si9 jako 

 

narz9dzia do badania wplywu wzrostu ekspresji CD86 na zaie2noS5 s t92enie-0dpowied 

 

(zob. pkt 14); 

 

na podstawie§ redni可 之y wotno§ci o kre§la s i9 o g6in4 warto§6 CV 70 (12); 

 

na podstawie§ redich warto§ci wsk磁nika stymulacji CD86 o kr§1a s i9 o g61n4 warto§6 

 

E C1So dia badanej substancji chemicznej, w odniesieniu do kt6r可 przewiduje s i9 

 

uzyskanie wyniku DODATNIEGO w badaniu U-sENsTM (zob. r)kt 21') (12'). 

 

Model prognozowania 

 

21. Na potrzeby pomiaru ekspresji CD86 ka2da badan4 s ubstan可9 c hemiczn4 bada si9 w c o 

 

najmniej czterech s t92eniach i w c o najmniej dw6ch nie za1e2nych analizach (wykonanych 

 

innego dfha) W celu uzyskania pojedynczej prognozy (UfEMNE.I lub DODATNIE.I). 

 

Pojedynczy wynik analizy przeprowadzonej w ramach badania U~SENSTM uznajesi9 za 

 

ujemny (zwany dalej ,,U"), je2eli wskanik stymulacji C D86 wynosi mniej ni2 150 % we 

 

wszystkich s t92eniach niecメotoksycznych (2ywoto§6 kom6rekと 70 %) i je2e li nie 

 

zaibserwowano之 adnych zakl6ceh (c界otoksyczno§5, rozpuszczalno§6: zob. pkt 18 lub 

 

barwa: zob. pkt 19 n iezale之nie od warto§ci s t92eh niec界otoksycznych, przy kt6rych 

 

wykrメo zakl6cenia). We wszystkich innych przypadkach: gdy zaibserwowano wsk磁nik 

 

stymulacji C D86 wi9kszy lub r6wny 150 % lub zakl6cenia, pojedynczy wynik analizy U-

SE NST1 uznaje si9 za dodatni (zwany dalej ,,D"). 

 

dw6ch 

 

wyniki 

 

Prognoz9 badania U-sENsTM uwa2a si9 za UJEMN4, je2e li wyniki c o najmniej 

 

niezaie2nych analiz s4 ujemne (U) (rys.1).Je2e li obie pierwsze analizy daly 

 

ujemne (U), prognoz9 badania U~SENSTM uznaje s i9 na UJE N4 i nie maF 

 

przeprowadzania trzeciej analizy. 

 

Prognoz9 U-sENs TM uwa2a s i9 za DODATN珠,j e2eli wyniki c o najmniej dw6ch 

 

niezale2nych analiz s4 dodatnie (D) (rys. 1).J e2eli obie pierwsze analizy daly wyniki 

 

dodatnie (D), prognoz9 badania U-sENsTM uznaje s i9 na DODATNI4 i nie ma potrzeby 

 

przeprowadzania trzeciej analizy. 
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Z uwagi na nieprzeprowadzanie testu ustalaj4ce go dawk9 wyj tek stanowi sytuacj a, w 

 

kt6r可 w pierwszej analizie wska2nik stymulacji C D86 jest wyszy lub r6wny 150 % 

 

jedyriie przy n可w弾szym s t92eniu niec界otoksycznym. Ana liz9 uznaje si9 w6wczas za 

 

NIEJEDNOZN CZN4 (N), a dodatkowe s t92enia (pomi9dzy njw弾szym s t92eniem 

 

niecメotoksycznym a njni2szym s t92eniem cメotoksycznym - zob. pkt 20) nale2y zbada6 

 

w ramach dodatkowych analiz.Je2e 1i wynik analizy uznano za niejednoznaczny, nale2y 

 

przeprowadzi6 co najmniej 2 dodatkowe analizy, a c zwart4 ana1iz9 nale2y przeprwadzi6 

 

w przypadku, gdy analizy druga i trzecia nie s4 ze so b4 zbie2ne (ti. gdy nieza1e2nie 

 

uzyskano wyniki U lub D) (rys. 1). Wyniki daiszych analiz zostan4 uznane za dodatnie 

 

nawet w6wczas, gdy tylko jedno s t92enie niecメotoksyczne C D86 pozwala uzyskad wynik 

 

r6wy lub w,szy ni2 150 %, poniewa2 ustalanie s t92eii dostosowano do konkretnej 

 

badanej substancji chemicznej. O prognozie ko五cow可 przes4dzi wi9kszo§5 wynik6w 

 

trzech lub czterech osobnych analiz (ti. dwie z trzech lub dwie z czterech) (rys. 1'). 

 

Rys. 1: Model prognozowania wykorzystywany w badaniu U~SENSTM. Prgnoz9 U~SENSTM nle却 

 

rozpatrw記 w ramach IATA oraz zgodnie z przepisami pkt 4 i przepisami pkt 7, 8 i 9 wprowadzenia 

 

og6lnego. 
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NiDiUiD 
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1iD 

 

NiU 

 

UiD 

 

DiU 

 

l 

 

T rzecia anal iza� 

 

NiUiU 

 

UiDiU 

 

DiUiU 

 

I 

 

Cwarta anah:a 

 

”肥ノest koniecニna 

 

申 

 

UIEMNY 

 

NiD iD 

 

UiDiD 

 

DiUiD 

 

l 

 

Cwarta analia 

 

nie jest如”ie:1 

 

v 

 

DODATNI 

 

Dwie pierwsze 

 

anaiizy 

 

UiU 

 

1トコ！mlmたlIにロme 

 

jest k'rnieezna 

 

UJEMNY 

 

DiD 

 

mecI'1anaIに‘l me 

 

jest'onjeezna 

 

DODATNI 

 

U: analiza, w ktr me zaibserwowano wyniku dodatmego w odniesieniu do C D86 ani 2a dnch zakl6ceii; 

 

D: analiza, w kt6r zaobserwowano wynik dodatni w odniesieniu do C D86 lub zakl6cenia; 

 

N: wymk niejednoznaczny. Pierwsza analiza, kt6r wynik uznano za niejednoznaczny, gdy w odniesieniu do 

 

CD86 zaibserwowano wynik dodatni przy naw2szym s t92enu niecytotoksycznym; 

 

#: pij edynczy wynik niejednoznaczny (N) przypisany tylko do pierwszej analizy automatycznie poci4ga za so b4 

 

knieczno§6 przeprowadzenia trzeciej analizy, aby uzyska6 vi9kszoi6 wnikw dodatmch (D) lub ujemnych (U) 

 

w co najmniej dwch z trzech niezale2nych analiz; 

 

$: w polach przedstawiono odpowiednie kombmacje wynikw trzech analiz na podstawie w ikw uzyskanych 

 

w dwch pierwszych analizach przedstawionych w raree powyej; 

 

0: w polach przedstawiono odpowiednie kombinacje w ikw czterech analiz na podstawie wynikw 

 

uzyskanych w trzech vierwszvch analizach nrzedstawionvch w raree vowV之ei. 

 

Kryteria dopuszcza1nogci 

 

22. Podczas wykonywania badania U~SENSTM spelnione musz4 zosta6 nast9pu4ce kryteria 

 

dopuszcza1no§ci (12): 
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pod koniec 45士 3-godziniego okresu na ra2enia na dzialanie substancji chemicznej 

 

§ rednia 2y wotno§5 kom6rek uinii U937 niepoddanych dzialaniu substancji chemicznej w 

 

trzech kontrpr6bach m usiaa wnosi6 >90 % i nie dopuszcza si9 mo2 1iwo§ci 

 

zaobserwowania zniesienia ekspresji C D86. Podstawowa ekspresja C D86 w km6rkach 

 

uinii U937 niepoddanych dzialaniu substancji chemicznej musiala zawiera5 si9 w zakresie 

 

o dと2%do S25 %; 

 

w przypadku stosowania sulfotlenku dimetylu jako rozpuszczalnika zasadn 

 

przeprowadzenia kontroli z no§nikem zawiera c可 sulfotlenek dimetylu ocenia siv, 

 

0b 1icza4c wartoS6 wska2nika stymulaeji sulfotlenku dimetylu w por6wnaniu z kom6rkami 

 

niepoddanymi dzialaniu substancji chemicznej, a§ rednia 2y wotno§6 kom6rek w trzech 

 

kontrpr6bach musi wynosk >90 %. kontrola z no§nikiem zawier 4ca sulfotlenek dimetylu 

 

jest wla§ciwa,j e之eli§ rednia warto§6 wska乞nika stymulacji C D86 w trzech kontrpr6bach 

 

tej kontroli b"a mniejsza ni之 250 %§ rednie warto§ci wsk乞nika stymulacjiC D86 

 

kom6rek uinii U937 niepoddanych dzialaniu substancji chemicznej w trzech kontrpr6bach; 

 

analizy uznaje s i9 za wa之ne,je2 eli c o najniniej dwie z trzech warto§ci IgGi kom6rek uinii 

 

U937 niepoddanych dzialaniu substancji chemicznej mieszcz4 si9 w przedziale od ?0,6 % 

 

do<1,5%; 

 

r6wnolegle b adan4 kontrol9 ujemn4 (kwas mlekowy) uwaa si9 za wa之n4,je2 eli w c o 

 

najmniej dw6ch z trzech kontrpr6b uzyskano wyniki ujemne (wsk説nik stymulacjiC D86 

 

'z150 %) i nie odnotowano cメotoksyczno§ci (2ywotno§6 kom6rekと 70 %); 

 

kontrol9 dodatni4 (TNBS) uznano za wan4, je2e1i w c o najmniej dw6ch z trzech 

 

kontrpr6b uzyskano wyniki dodatnie (wska2nik stymulacji C D86 と 150 %) i nie 

 

odnotowano cメotoksyczno§ci (2ywotno§6 km6rekと 70 %). 

 

Sprawzdanie z badania 

 

23.S prawozdanie z badania powirmo zawiera6 nas t9p可4ce informaeje: 

 

Badana su bstn可a c hemicz1α 

 

S ubstan可a j ednosidadnikowa 

 

dane l denty丘kac"ne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) IUPAC lub CAs, 

 

numer(-y) CAs, kod SM ILES lub InCh', wz6r strukturalny lub inne l denty丘ktory; 

 

wyg14d fizyczny, r〕zpuszczalno§6 w kompletnym pod1o2u, rozpuszcza1no§5 w sulfotlenku 

 

dimetylu, masa c z4steczkowa i dodatkowe istotne wla§ciwo§ci fizykochemiczne, w 

 

dost9pnm zakresie; 

 

c zysto§6, nazwa chemiczna zanieczyszczeh w stosownych przypadkach i je§ li jest to 

 

rnaktycznie wykonalne itp.: 

 

483 

 



D060575102 

 

post9powanle z dana substancj4 przed rzpocz9ciem hadan, w stosownych przypadkach 

 

(np. podgrzewanie, mielenie); 

 

badane s t92enie(-a); 

 

warunki Drzecflowvwanla i siahilnosc. w tOSieDnvm zaKresie: 

 

uzasadnienie wyboru rozpuszcza1nika/nognika w odniesieniu do ka2d可 badanej substancji 

 

chemicznej. 

 

S ubstan可a wieloskiadnikowa, UVCB i mieszanina: 

 

opisana w miar9 moziiwosci np. poprzez pouame nazwy cnem iczn切（ zot. powyzej), 

 

c zysto§ci, przedstawienie informacji dotycz4cych wyst9powania i lo§ciowego oraz 

 

wskazanie istotnych w1agciwo§ci丘 zkochemicznych s kladnik6w (zob. pow弾可), w 

 

dostevnvm zakresie: 

 

wygl4d 丘 zyczny, rzpuszczalno§6 w kompietnym podo2u, rozpuszczatno§5 w sulfotienku 

 

dimetvlu i dodatkowe istotne wa§ciwo§ci fizvkochemiczne. w dosteDnvm zakresie: 

 

masa c z4steczkowa lub pozorna masa c z4steczkowa w przypadku mieszanin tub 

 

poiimer6w o znanym skladzie lub inne informacje istotne dia przebiegu badania; 

 

post9powanie z dan4 s ubstan可4 przed rozpocz9ciem badah, w stosownych przypadkach 

 

(mipo darzewanie. mie1enie): 

 

badane s te2enie(-a): 

 

warunki orzechowvwania i s tabi1no§6. w dosteDnvm zakresie: 

 

uzasaunienie wytoru rozpuszczalnK!nosniKa w lQniesieniu Ql KazQej DaQanej suDstancji 

 

chemicznej. 

 

んntro1e 

 

Kontrola dodatnia 

 

nazwa(-y) IUPAC lub CAS , 

 

iub inne identyfikatory; 

 

takie jak 

 

strukturalny 

 

dane identy丘kacめne substancji chemicznej, 

 

numer(-y)CAS , kid S 11LES iub InCh', wz6r 

 

rzpuszczainoS6 w suifotlenku dimetyiu, masa c z4steczkowa 

 

wla§ciwo§ci丘 zkochemiczne, w dost9pnm zakresie i w stosownych 

 

wyg1d fizyczny, 

 

dodatkowe istotne 

 

przypadkach; 

 

c zysto§6, nazwa chemiczna zanieczyszcze1i w stosownych przypadkach i Je§ 1i jest to 

 

praktycznie wykonaine itp.; 
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post9powanie z dana s ubstan可4 przed rozpocz9ciem bada, w stosownych przypadkach 

 

(np. podgrzewanie, mielenie); 

 

badane s t92enie(-a); 

 

warunki przechowywania i s tbilno§6, w dost9pnm zakresie; 

 

odniesienie do wynik6w historycznych kontrol dodatnich wkazu4cych odpowiednie 

 

kryteria dopuszczalno§ci analizy, w stosownych przypadkach. 

 

Kontrola ujemna oraz kontrola z rozpuszczalnikieni'no§nikiem 

 

dane identy丘kacガne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) IUPAC lub CAS , 

 

numer(-y)CAS , kid S 11LES lub InCh', wz6r strukturalny lub inne identyfikatory; 

 

c zysto§'5, nazwa chemiczna zanieczyszczeii w stosownych przypadkach i jdli jest to 

 

praktycznie wykonalne itp.; 

 

wygl4d fizyczny, masa c z4steczkowa i dodatkowe istotne wla§ciwo§ci fizykochemiczne w 

 

przypadku stosowania innego rozpuszczalnika/no§nika kontrolnego ni2 te opisane w 

 

wメycznej dotyczacj bada, w dost9pnym zakresie; 

 

waruiiki przechowywania i s tabilno§6, w dost9pnm zakresie; 

 

uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika/no§nika w odniesieniu di ka2de badanej substancji 

 

chemicznei. 

 

IIこarunkibadanja 

 

nazwa i adres sponsora i plac6wki przeprowadzaj4cj badanie oraz dane kierownika 

 

badaii; 

 

opis zastosowanego badania; 

 

zastosowana linja kom6rkowa, warunki jej przechowywania oraz乞 r6dlo (np. plac6wka, z 

 

kt6re j 4 otrzymano); 

 

zastosowana c界ometria przeplywowa (np. model), w tyr informacje na temat 

 

zastosowanych ustawieh przyrz4du, przeciwcial i markera c界otoksyczno§ci; 

 

procedura stosowana w celu wykazania bieglo§ci laboratorium w zakresie 

 

przeprowadzania badania poprzez badanie substancji s lu24cych di wykazania bieglo§ci 

 

lub procedura stosowana do wykazania o dtwarzalno§ci badania w czasie, np. dane 

 

historvczne dotvczace kontroli lub dane historvczne dotvczace kontroli reaktwno§ci. 

 

Kryteria dopuszczaんOJcibadania 
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warto§ci dotcz4ce 2y 'votno§ci kom6rek oraz wskanika stymulacji C D86 uzyskane za 

 

pomoc4 kontroli z rozpuszcza1nikiem!no§nikiem w porwnaniu z zakresami 

 

dopuszcza1no§ci; 

 

warto§ci dotycz4ce 2y wotno§ci km6rek oraz wsk説nika stymulacji uzyskane za pomoc4 

 

kontroli dodatniej w por6wnaiu z zakresami dopuszcza1no§ci; 

 

2y wotnoS5 kom6rek przy wszystkich badanych s t92eniach badanej substancji chemicznej. 

 

Procedura badawcza 

 

liczba zastosowanych analiz; 

 

stosowane s t9之enia badanej substancji chemicznej, procedura podawania badanej 

 

substancji chemicznej i czas naraenia (e之e1i s4 one irme ni之 zalecane); 

 

czas n araenia na dzialanie substancji chemicznej; 

 

opis zastosowanych krter6w oceny i podejmowania decyzi; 

 

opis wszelkich mo d丘ka可i procedury badawczej. 

 

IIうmik 

 

tabelaryczne zestawienie danych, w tyr warto§ci C V70 (w stosownych przypadkach), 

 

wskanika stymulacji, warto§ci 2y wotno§ci kom6rek, warto§ci BC 150 (w stosownych 

 

przypadkach), uzyskanych w odniesieniu do badanej substancji chemicznej oraz kontroli 

 

dodatniej w ka2d可 analizie oraz wskazanie oceny badanej substancji chemicznej wedhig 

 

modelu progliozowania; 

 

w stosownych przypadkach opis wszelkich innych istotnych obserwacj i. 

 

011lbwien ie wmikw 

 

om6wienie wynik6w uzyskanych za pomoc4 badania U-SENSTM; 

 

uwzg19dnienie wynik6w zastosowania badania w kontek§cie ITA,je2e 1i s4 dost9pne inne 

 

odpowiednie informacj e. 

 

II'l ilsん 
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Dodatek 2.1 

 

DEFINICIE 

 

DOkadno§ぐ: stopieii zgodo§ci pomi9dzy wynikami badania a przガ9tymi warto§ciami 

 

odniesienia. Jest to miara efektywno§ci badania i jeden z as pekt6w jejis totno§ci. Pj9cia 

 

tego c z9sto u2ywa s i9 zamiennie z poj9ciem ,zgodno§5" na oznaczenie odsetka 

 

prawidlowych wynikw uzyskiwanych przy przeprowadzeniu badania (14). 

 

Mechanizm wywolywania s kutk6w szkodliwych: sekwencja zdarzeii, pocz4wszy od 

 

struktury chemicznej docelowej substancji chemicznej lub grupy podobnych substancji 

 

chemicznych poprzez molekularne zdarzenie inijuj4ce a do po24danego wyniku in vivo 

 

(15). 

 

Zaleznosc s t,zenie-odpwiedz w odniesieniu do C D86: za1e2no§5 od s t92enia (lub 

 

za1e2noS6 s t92enie-odpowied2) wyst9pue w6wczas, gdy po uzyskaniu s t92enia dodatniego 

 

(wskanik stymuiacji C D86 ?150) nast9puje s t92enie c harakteryzujace si9 wzrastj4c4 

 

warto§ci4 wsk説nika stymulacji C D86. 

 

Substan可a chemiczna: substancia lub mieszanina. 

 

CV70:szacowane s t92enie, przy kt6rym 2y wotno§6 kom6rek wynosi 70 %. 

 

Zniesienie: zniesienie ma miejsce, gdy: (i) skorygowana warto§6 odsetka kom6rek c D86+ 

 

w kontrpr6bie s taowi4c可 pr6b9 kontro1n4 n iepoddawan4 dziaianiu substancji rir 3 jest 

 

mniejsza ni2 50 %§ rednie skorygowanej warto§ci odsetka kom6rek c D86+ w kontrpr6bach 

 

stanowi4cych pr6b9 kontro1n4 niepoddawa4 dzialaniu substancji nr 1 i 2; oraz (ii) 

 

skorygowana warto§6 odsetka kom6rek c D86+ w kontrpr6bie s tanowi4cej kontr19 uenl4 

 

nr 3 jest nmiejsza ni之 50 %§ redni可 skorygowanej warto§ci odsetka kom6rek c D86+ w 

 

kontrpr6bach stanowi4cych kontroi9 uemn4 nr i i 2. 

 

EC150: szacowane st9之enia, przy kt6rch wsk2nik stymulacji ekspresji C D86 wynosi 

 

150%. 

 

Cytometria przeplywowa: technika cメometryczna, w kt6rej km6rki zawieszone w cieczy 

 

przeplyw喚 jedna po drugiej przez zogniskowan4 wi4zk9 wzbudz可4cego § wiata, kt6re 

 

rozprasza si9 wediug wzorc6w charakterystycznych dia kom6rek i ich sldadik6w; kom6rk 

 

cz9sto oznacza si9 znacznikami fiuorescencyjnymi, dzi9ki czemu§ wiatlo jest najpierw 

 

absorbowane, a nast9pnie emitowane w zmienionych c z9stot1iwo§ciach. 

 

sytuacja, kt6ra mo2e potencjalnie 

 

nara2enia organizmu, systemu lub 

 

Zagrozenie: nieo dhczna wla§ci' 

 

doprowadzi6 do niekorzystnych s 

 

(sub)populacji na taki czynnik. 

 

IATA (zintegrowane pod可§cie do ba dah i oceny): usystematyzowane pod可§cie 
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stosowane w odniesieniu do identyfikacji zagr2eh (potencjal), charakterystyki zagro2eii 

 

(sila oddzialywania) lub oceny bezpieczehstwa (potencjal / sila oddzialywania oraz 

 

naraenie) substancji chemicznej lub grupy substancji chemicznych; w ramach tegl 

 

pod可§cia w s pos6b strategiczny integruje si9 i wa2y wszystkie istotne dane, kt6re mo g4 

 

wplyn46 na pod9cie decyzji regulacyjnej dotycz4ce potencjalnego zagro2enia, ryzyka lub 

 

konieczno§ci pod9cia daiszych ukierunkowanych, a przez to minimalnych bada. 

 

Mieszanina: mieszanina lub roztw6r, kt6re s klad可4 si9 z c o najmniej dw6ch substancji. 

 

Substan可a jednoskiadnikowa: substancia, zdefrniowana za pomoc4 jej skiadu 

 

i1o§ciowego, w kt6r可 jeden gl6wny skiadnik wyst9puje w s t92eniu co najmniej 80 % (w/w). 

 

Substan可a wieloskiadnikowa: substancia, zdefrniowana za pomoc4 jej skiadu 

 

ilo§ciowego, w kt6re wi9ce ni之 jeden gl6wny skiadnik wyst9puje w s t9之eniuと l O % (w/w) 

 

i< 80 % (w/w).S ubstanja wieloskiadnikowa powstaje w wyniku procesu wytwarzania. 

 

R6之nica mi9dzy m ieszanin4 a s ubstanj4 wie1oskladnikow4 polega na tyr,之 e m ieszanin9 

 

uzyskuje s i9 poprzez zmieszanie przynajmniej dw6ch substancji, iii9dzy kt6rmi nie 

 

zachodzi reakcja chemiczna.S ubstan可a wieloskiadnikowa powstaje w wyniku reakcji 

 

chemicznej. 

 

Kontrola dodatnia: kontrpr6ba zawierajca wszystkie skladniki ukladu badawczego, 

 

poddana dzialaniu substancji chemicznej, o kt6rej wiadomo, 2 e wywoluje reak可9 dodatni4. 

 

Aby zapewni6 mo21iwo§6 oceny zmienno§ci reakcji w kontroli dodatniej w czasie,s topieii 

 

reakcji dodatniej nie powinien bメ nadmierny. 

 

Prehapteny: substancie chemiczne, kt6re s tj4 si9 czynnikami uczu1a cymi po 

 

transformacji abiotycznej, np. poprzez utlenianie. 

 

Prohapteny: substancie chemiczne, kt6re wymagaj4 aktywacji enzymatycznej do 

 

uwolnienia swoj ego potencj alnego dzialania uczulaj4ce go na 

 

Istotnosc: opis powi4zania badania z oczekiwanym skutkiem oraz czy jest ono znacz4ce i 

 

u乞メeczne z punktu widzenia o kre§1onego celu. Jest to zakres, w jakim badanie pozwala 

 

prawidlowo zmierzメ lub przewidzie6 biologiczny oczekiwany skutek. Istotno§6 obejmuje 

 

uwzg19dnienie dokladno§ci (zgodno§ci) badania (14). 

 

Wiarygodno§ぐ: miary zakresu, w jakim badanie mofe zosta6 przeprowadzone w spos6b 

 

odtwarzalny w jednym laboratorium i pomi9dzy laboratoriami na przestrzeni czasu w 

 

. Ocenia si9 j4, 

 

przypadku jego przeprowadzania przy u2yciu tegl samego 

 

mi9dzy1aborator n4 oraz powtarza1no§6 

 

ob1icza4c o dtwarza1no§6 wewn4trz-
w ewn 4trz1aboratorjn 4 (14). 

 

analiza obejmuje jednoczesne badanie jednej badanej substancji chemicznej lub 

 

liczby takich substancji w kontroli z rozpuszcza1nikiemIno§nikiem i kontroli 
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CzuIO§ぐ: odsetek wszystkich substancji chemicznych d可4cych wynik dodatni / aktywnych 

 

substancji chemicznych prawidlowo skiasyfikowanych za pomoc4 danego badania. Jest to 

 

miara dok1adno§ci badania, kt6ra daje wyniki defrnitywne i stanowi istotny parametr w 

 

ocenie is totno§ci badania (14). 

 

: wsk説nik stymuiacji. Warto§ci wzg19dne g redi可 geometrycznej intensywno§ci 

 

rescencji w kom6rkach poddanych dzialaniu substancji chemicznej w por6wnaniu z 

 

.!.

: 

 

fluo 

 

kom6rkami poddanymi dzialaniu rozpuszczalnika. 

 

Kontrola z rozpuszczalnikiem/nosnikiem: pr6bka niepoddana dzialaniu badanej 

 

substancji, zawiera ca wszystkie skiadniki ukiadu badawczego z wガ4tkiem badanej 

 

substancji chemicznej, ale z uwzgldnieniem stosowanego rozpuszczainika/o§nika. 

 

Wykorzystywana jest do okre§1enia wガ§ciowj reakcji dia pr6bek poddanych dzialaniu 

 

badanej substancji chemicznej rozpuszczonej lub stabilnie rozproszonej w tyr samym 

 

rozpuszczainiku!no§niku. W przypadku badania z je dnoczesn4 kontroki podlo之a pr6bka ta 

 

wykazuje r6wnie之, czy rozpuszcza1nik/o§nik wchodzi w reak可9 z ukiadem badawczym. 

 

Swoisto§ぐ: odsetek wszystkich substancji chemicznych d痕cych wynik ujemny / 

 

nieaktywnych substancji chemicznych prawidlowo sklasyfikowanych za pomoc4 badania. 

 

Jest to miara do1dadno§ci badania, kt6ra daje wyiiki defrnitywne i stanowi istotny parametr 

 

w ocenie istoto§ci badania (14). 

 

wy do wybarwiania: roztw6r chlorku sodu buforowany fosforanami 

 

:ie19cej surowicy plodowej. 

 

Roztw6r buforo 

 

zawierajacy 5 %〔 

 

Substan可 a: pierwiastek chemiczny i jego zwi4zki w stanie naturalnym lub uzyskane w 

 

wyniku dowolnego procesu produkcyjnego, w tyr wszelkie dodatki konieczne do 

 

zachowania jego trwa1o§ci i wszelkie zanieczyszczenia powstale w wyniku zastosowanego 

 

procesu, z w1czeniem ewentualnych rozpuszczalnik6w, kt6re mo2na o ddzieli5 bez 

 

wplywu na s tabilno§5 substaneji i bez zmiany jej skiadu. 

 

Badana substancja chemiczna: dowoina substancia lub mieszanina badana za porn 

 

niniej szego badania. 

 

Giobainie Zharmonkowany Sys tem Kiasyfikacji i lznakowania C hemikaIi6w 

 

lrganizacji Narod6w Zjednoczonych (G1S 0NZ): system, w ramach kt6rego proponuje 

 

si9klasyfikaj9 substancji chemicznych (substancji i mieszanin) wedlug znormalizowanych 

 

rodzj6w i poziom6w zagro2efi fizycznych, zdrowotnych i§ rdowiskwych oraz omawia 

 

si9 odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak: piktogramy, hasla ostrzegawcze, 

 

zwroty wskazuj4ce rodzaj zagro2enia, zwroty wskazuj4ce§ rodki os tro2no§ci i karty 

 

charakterystyki substancj i i produkt6w niebezpiecznych, aby przekaza6 informacj e na temat 

 

ich szkodliwego dziaiania w celu zapewnienia ochrony ludzi (w tyr pracownik6w, 

 

robotnik6w, przewo2nikw, konsument6w i ratownik6w) i§ rodowiska (16). 

 

produkty reakcji lub 

 

adzie, zio2one 

 

UVCB: substancie o nieznanym lub zmiermym ski 

 

materialy biologiczne. 
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lza4c0 istotne i wiarygodne dia danego 

 

mo2ezosta6 

 

ceiu (14). 

 

podstawach. Badanie nie 

 

wystarc 

 

aukowo 

 

Wa2ne badanie: badanie, kt6re uznano za 

 

eopiera si9 na uzasadnionych n 

 

absolutnym, aie tylko w odniesieniu do o kreS1onego 
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Dodatek 2.2 

 

SUBSTANC3E S LUZ4CE DO WYKAZANIA B IEGLOSCI 

 

Przed przyst4pieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku 

 

do metody badawczejB .71 laboratoria powinny wkaza6 s w可4 bieglo§5 techniczn4, 

 

prawidlowo o kre§l可4c prognoz9 U-sENsTM dia 10 substancji wskazanych w tabeli i oraz 

 

okre§i可4c warto§ci CV 7o i EC 150, kt6re mieszcz4 s i9 w odpowiednim zakresie odniesienia, 

 

dia co najmniej 8 z 10 substancji s h24cych do wykazania bieg1o§ci.S ubstan可e s hz4ce do 

 

wykazania bieglo§ci wybrano w taki s pos6b, aby o dzwierciedii6 zakres reakcji na 

 

zagro2enia zwi4zane z dzialaniem uczu1可4cym na s k6r9. Przy wyborze substancji 

 

kierowano si9 r6wnie2 nast9pu4cymi kryteriami: dost9pnogci4 handiow4 tych substancji, 

 

dost9pno§cia wysokiejj ako§ci danych referencyjnych z bada in vivo oraz dost9pno§ci4 

 

wysokiejj ako§ci danych iii vitro uzyskanych w wyniku zastosowania badania U~SENSTM. 

 

W odniesieniu do badania U-sENsTM mo之 na zna1e乞6 r6wie之 opublikowane dane 

 

referencyine (1(8). 

 

Tabela 1:S ubstan可e zalecane do wykazania biegloSci tcchniczncj w odniesieniu do badania U~SENSTM 

 

U-sENsTM U-sENsTM U-sENsTM 

 

Zakres 

 

odniesienia 

 

EC150 

 

w .tgImi2 

 

Dodatni 

 

(10) 

 

Zakres 

 

odniesienia 

 

CV 7o w 

 

igImi2 

 

Prognoza in Rozpuszcza 

 

iniW 

 

nosnik 

 

ril,I, 

 

S tan 

 

skupienia 

 

Numer CAS 

 

Substande s lu2ace do 

 

wykazania biegloki 

 

:30 

 

Kompletne 

 

podlo2e3 

 

Dodatni 

 

(50) 

 

>50 

 

Kompletne 

 

podl 

 

Dodatni 

 

(S20) 

 

10-100 

 

sulめtienek 

 

dimetylu 

 

Dodatni 

 

(50) 

 

>100 

 

Kompletne 

 

podl 

 

Dodatni 

 

(1 0-100) 

 

>100 

 

sulめtienek 

 

dimetylu 

 

Dodatni 

 

(<200) 

 

>100 

 

sulめtlenek 

 

dimetylu 

 

切emny 

 

(>200) 

 

>200 

 

sulめtlenek 

 

dimetylu 

 

Czyrinik 

 

uzu1可 4cy 

 

(silny) 

 

Czyrinik 

 

uzu1可 4cy 

 

(silny) 

 

Czyrinik 

 

uzul可4cy 

 

(w stopniu 

 

umiarkowan 

 

ym) 

 

C zymik 

 

uzu1可 4cy 

 

(w stopniu 

 

umiarkowan 

 

ym) 

 

Czyrinik 

 

uzul可4cy 

 

(slabD 

 

Czyrinik 

 

uzula4cy 

 

(slabD 

 

Brak 

 

dzialania 

 

uczulaj 4ce go 

 

St1y 

 

106-503 

 

4-fnlendiamina 

 

Ciekly 

 

Kwas pikrylosulfonowy 2508-19-2 

 

Ciekly 

 

14 1-05-9 

 

Maleinian dietylu 

 

Sta1y 

 

108-463 

 

Rezorcynol 

 

Sta1 

 

104-54q 

 

Alkohol cynamonowy 

 

Ciekly 

 

140-67-0 

 

4-lllamizol 

 

Sta1y 

 

8 1-07-2 

 

Sacharyna 
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切emny 

 

(>200) 

 

>200 

 

Kompletne 

 

podl 

 

切emny 

 

(>200) 

 

>200 

 

Kompletne 

 

podl 

 

切emny 

 

(>200) 

 

>200 

 

sul拓tienek 

 

dimetylu 

 

Brak 

 

Glicerol 56-81-5 Ciekly dzialania 

 

uczulaj 4ce go 

 

Brak 

 

Kwas miekowy 50-21-5 Ciekly dzialania 

 

uczulaj 4ce go 

 

Brak 

 

Kwas salicylowy 69-72-7 S t1y dzialania 

 

uczulaj 4ce go 

 

S kr6t: Nr CAS = numer w rejestrze Chemical Abstracts Se rvice. 

 

Prognoza zagr2enia (is l dzialania) in vivo jest oparta na danych z badania LLNA (1)(8).S ik dzialania in vivo 

 

o kre§la s i9 na podstawie kryteri6w zaproponowanych przez ECETOC (17). 

 

Na podstawie historycznych warto§ci zaobserwowanych (1)(8). 

 

Kompletne podo2e: podo2e R PMI-1640 z dodatkiem 10 % iel9cej surowicy plodowej, 2 niM L-glutaniiny, 100 

 

]ednostek1l penicyliny i 100 ig/nl streptomycyny (8). 
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Dodatek3 

 

BADANLE DZIALANIA UCZULAI4CEG0 NA SK 0R1 IN VITRO:TEST IL-8 LUC 

 

ZALOZENIA WST1PNE I OGRANICZENIA 

 

1. W przeciwiefistwie do analiz, kt6re lll可4 na celu zbadanie ekspresji m arker6w 

 

powierzchniowych kom6rk1, test IL-8-Lue pozwala o kre§1i6 i 1o§ciowo zmiany ekspresji 

 

IL-8 - c界okiny zwi4zan可 z aktywa喚 kom6rek dendrytycznych.E kspre永 IL-8 w unl1 

 

kom6rek reporterowych IL-8 wywodz4c可si9 z TIP-i (THP-G8, ustanowionej z ludzkiej 

 

uinii kom6rkow可 ostrej bialaczki monocメarnej TIP-i) mierzy s i9 po nara2eniu na 

 

dzialanie c zynnik6w uczulaj4cyc h (1). Nast9pnie ekspresj9 lucyferazy wykorzystuj e si9 do 

 

ulatwienia rozr62nienia substancji dzial可4cych uczu1可4co na s k6r9 i substaneji 

 

niewykazuj4cyc h takiego dziaiania. 

 

2. Test IL-8 Luc oceniono w ramach badania walidacyjnego (2) przeprowadzonego przez 

 

J apoiskie Centrum Walidacji Metod Alternatywnych (faC VAI), Ministerstwo 

 

Gospodarki, Handlu i Przemyslu (MET') i J apoiiskie Towarzystwo ds. Metod 

 

Alternatywnych wobec E ksperyment6w na Zwierz,tach (ISAAE), a nast9pnie poddano 

 

nieza1e2n可 wzajemnej ocenie (3) pod auspicjami JaC VAI i Ministerstwa Zdrowia, Pracy 

 

i Opieki S poleczn可 (MILW) przy wsparciu m i,dzynarodw可 wsp6lpracy w zakresie 

 

alternatywnych metod badaii ('CAT').Bio r4c pod uwag9 wszystkie dost9pne dowody 

 

oraz wklad ze strony organ6w regulacyjnych i zainteresowanych strof, mo2na s twierdzi5, 

 

2e test IL-8 Luc jest przydatnym narz9dziem w ramach IATA, pozwa1ajacym rozr62ni6 

 

substancie dziaiaj4ce uczu1aj4co na sk6r9 i substancie niewkazuj4ce takiego dzialania na 

 

potrzeby klasyfikacji i oznakowania pod wzg19dem zagro2e1i. Przyklady wykorzystania 

 

danych z testu IL-8 Luc w pohczeniu z innymi informacj ami s4 opisane w literaturze 

 

(4)(5)(6). 

 

3. Udowodniono, 2e test IL-8 Luc mo2na przeprowadza6 r6wnie2 w laboratoriach 

 

posiadj4cych do§wiadczenie w zakresie kultury kom6rkowj i pomiaru lucyferazy. 

 

O dtwarza1no§6 wynik6w w badaniu por6wnawczym wewn4trz- i mi9dzy1aboratorjnym 

 

wynosila odpowiednio 87,7 % i 87,5 % (2). Z danych uzyskanych w badaniu 

 

waidacyjnym (2) i innych opublikowanych pracach (i)(6) wynika, 2 e - w por6wnaniu z 

 

LLNA - w te§cie IL-8 Lue wynik dodatni lub ujemny przypisano 118 spo§r6d 143 

 

substancji chemicznych, a 25 substancjom chemicznym przypisano wynik 

 

niejednoznaczny, przy czym dokladno§6 testu IL-8 Lue w rozr62nianiu substaneji 

 

dzialaj4eych uczu1j4eo na s k6r9 (naue24cych do kategorii i wg G1S 0NZ / 

 

rozporz4dzenia CLP) i substancji niewykazuj4cy eh takiego dzialania (na1e24eych do 

 

kategorii wg G1S 0NZ / rozDorzadzenia C LP) wvnosi 86 % (101/118')D rzv c zu1o§ei na 
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poziomie 96 % (92/96) i s woisto§ci na poziomie 41 % (9/22). Wkcza4c substancje 

 

zn du4ce si9 poza dziedzina zastosowania o pisan4 poni2ej (pkt 5), w te§cie IL-8 Luc 

 

wynik dodatni lub ujemny przypisano 113 s po§r6d 136 substancji chemicznych, a 23 

 

substancjom chemicznym przypisano wynik niejednoznaczny, przy czym dok1adno§6 testu 

 

IL-8 Luc wynosi 89% (101/113) przy c zu1o§ci na poziomie 96% (92/96) i s woisto§ci na 

 

poziomie 53 % (9/17). Wkorzystu4c dane dotcz4ce ludzi prz界oczone przez Urbisch e t 

 

al. (7), w te§cie 'L-8 Luc wynik dodatni lub ujemny przypisano 76 s po§r6d 90 substancji 

 

chemicznych, a 14 substancjom chemicznym przypisano wynik niejednoznaczny, przy 

 

czym dok1adno§6 testu wynosi 80 % (61/76), czulo §6 - 93 % (54/58), a s woisto§6 - 39 % 

 

(7/18). Wkcza4c substancie zn duhce s i9 poza dziedzin4 zastosowania, w te§cie IL-8 

 

Luc wynik dodatni lub ujemny przypisano 71 s pogr6d 84 substancji chemicznych, a 13 

 

substancjom chemicznym przypisano wynik niejednoznaczny, przy czym dokladno§6 testu 

 

wynosi 86 % (61/71) przy czulo§ci na poziomie 93 % (54/58) i s woisto§ci na poziomie 

 

54 % (7/13). Prawdopodobiehstwo wyst4pienia prognoz falszywie ujemnych przy 

 

zastosowaniu testu IL-8 Luc jest wi9ksze w przypadku substancji chemicznych 

 

wkazu4cych nisk/§redni4 si 19 dzialania uczu1a4cego na s k6r9 (ti. na1e24cych do 

 

podkategorii lB wg G1S 0NZ / rozporzdzenia CLP) ni2 w przypadku substancji 

 

wkazu4cych wysok4 si l9 dzialania uczu1jacego (ti. na1e祖cych do podkategorii lA wg 

 

G1S 0NZ / rozporz4dzenia CLP) (6). L4cznie informacje te l4cznie wspiera4 ro19,ja k4 

 

test 'L-8 Luc odgrywa w i denty丘kacji zagro2efi zwi4zanych z dzialaniem uczu1可4cym na 

 

sk6r9. Dokladno§5 testu IL-8 Luc podana jako dokladno§6 samodzielnego badania ma 

 

whcznie charakter orientacyjny, poniewa2 test na le之y rozpatrywa5 w pohczeniu z innymi 

 

2r6dlami informacji w kontek§cie IATA oraz zgodnie z przepisami pkt 7 i 8 wprowadzenia 

 

og6inego. Co wi9ce, przy ocenie badaii niewymaga4cych wykorzystania zwierzt pod 

 

ktem dzialania uczu1j4cego na s k6r9 nale2y pami9ta6,2e LLNA, jak r6wnie2 inne 

 

badania przeprowadzane na zwierz9tach,mo ga nie w pelni odzwierciedla6 sytua可9 w 

 

odniesieniu do ludzi. 

 

4. Na podstawie obecnie dost9pnych danych wykazano, 2e test 'L-8 Luc ma zastosowanie do 

 

badanych substancji chemicznych ob可mu4cych szereg organicznych grup funkcyjnych, 

 

mechanizm6w reagowania, sil dzialania uczul可4cego na s k6r9 Uak o kre§1ono w badaniach 

 

in vivo) oraz w1agciwogci丘 zkochemicznych (2)(6). 

 

5. Mimo 2 e w te§cie IL-8 Luc jako rozpuszczalnik wykorzystuje si9 X-VIVOTM 15, przy 

 

u2yciu tego testu poprawnie oceniono substancie chemiczne, kt6rch log K ~w wynosi > 

 

3,5, oraz te, kt6rch rozpuszcza1no§6 w wodzie wynosi okolo 100 tg/m1, zgodnie z 

 

obliczeniami przy u2yciu EP' s uitelM, a jego s kuteczno§6 w wykrywaniu substancji 

 

dzil可4cych uczu1a4co slabo rozpuszczalnych w wodzie jest lepsza ni2 w przypadku testu 

 

IL-8 Luc, w kt6rm jako rozpuszczalnik wykorzystuje si9 sulfotlenek dimetylu (2). Wyniki 

 

ui emne uzyskane w odniesieniu do badanych substancji chemicznych, kt6re nie 
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rozpuszcz可4 si9 w s t92eniu 20 mg/mi,mo g4 j ednak dawa5 wyniki falszywie ujemne, 

 

poniewa2 substancje te nie rozpuszcz可4 s i9 w X-VW0］、4 15. Diatego te2 nie na1e2y bra6 

 

pod uwag9 wynik6w ujemnych uzyskanych w odniesieniu do tych substancji chemicznych. 

 

Wysoki odsetek wynik6w falszywie ujemnych w przypadku bezwodnikw zaobserwowano 

 

w badaniu walidacyjnym. Ponadto z powodu ograniczonej wydolno§ci metabolicznej uinii 

 

kom6rkow可 (8) i warunk6w do§wiadczainych prohapteny (substancie wymag可4ce 

 

aktywacji metabolicznej) i prehapteny (substancie aktywowane przez utlenianie przy 

 

u2yciu powietrza)mo g4 dawa6 w przedmiotowym te§cie wyniki ujemne.C hocia2 wyniki 

 

ujemne uzyskane w odniesieniu do substancji, kt6re m og4 by6 pre-/prohaptenami, nale2y 

 

jednak i nterpretowa6 z pewn4 doz4 ostro2no§ci, w tegcie IL-8 Luc prawidlowo oceniono 

 

jednak 11 s pogr6d 11 prehapten6w, 6/6 prohapten6w i 6/8 pre-/prohapten6w zn du cych 

 

si9w zestawie danych testu IL-8 Luc (2). Na podstawie najnowszego kompieksowego 

 

przeghdu trzech bada五 niewymag可4cych wykorzystania zwierz4t (DPRA,Ke rtino S ensTM 

 

i h-CLAT) przeprowadzonych w celu wykrycia pre- i prohapten6w (9) oraz w oparciu o 

 

fakt,2 e kom6rkiTH P-G8 wykorzystywane w te§cie IL-8 Luc s4 1inia kom6rkow4 

 

wywodz4c4 s i9 z TIP-i, kt6r4 wykorzystuje s i9 w badaniu h-CLAT,mo之 na s twierdzi6,之e 

 

test IL-8 Luc - w pohczeniu z innymi badaniami - mofe r6wnie2 przyczynk s i9 do 

 

zwi9kszenia czulo§ci badaii niewymag可4cych wykorzystania zwierzt pod wzgldem 

 

wykrywania pre- i prohapten6w. Dotychczas badane§ rodki powierzchniowo czynne daly 

 

wyniki (falszywie) dodatnie niezale2nie od ich rodzaju (np. kationowe, anionowe iub 

 

niejonowe). Ponadto substancie chemiczne zakl6caj4ce dzialanie lucyferazy mog4 

 

zakl6ca6 jej a ktwn o §6/pomiar, powodui4c inhibicj9 pozorn4 iub zwi9kszon4 

 

luminescencj 9 (10). Na przyklad z dost9pnych informacj i wynika,2 e s t92enia fitoestrogenu 

 

w弾sze ni2 i iM zakl6caj4 sygnaly iuminescencyjne w innych badaniach gen6w 

 

reporterowych opartych na lucyferazie z powodu nadaktywacji iucyferazowego genu 

 

reporterowego. W rezuitacie naie之y os tro2nie bada5 e kspre可9 lucyferazy uzyskan4 przy 

 

wysokich s t92eniach fitoestrogen6w iub zwi4zk6w, co do kt6rych przypuszcza sig,2e 

 

wywohtj4 one - podobnie jak 丘 toestrogeny - aktywacj9 iucyferazowego genu 

 

reporterowego (11). W zwi4zku z pow弾szym§ rodki powierzchniowo czynne, bezwodniki 

 

oraz substancie chemiczne zakl6caj4ce funkcjonowanie dzialania lucyferazy znjduj4s i9 

 

poza dziedzin4 zastosowania niniejszego testu. W przypadkach, w kt6rych mo2 na 

 

przedstawi5 dowody na brak mo2iiwo§ci zastosowania testu IL-8 Luc w odniesieniu do 

 

innych konkretnych kategorii badanych substancji chemicznych, testu nie nale之y s tosowa6 

 

w odniesieniu do tvch konkretnvch kate gorii. 

 

6. Jak opisano powy可, test 'L-8 Luc wspiera rozr62nienie substancji dzialj4cych 

 

uczulj4co na s k6r9 i substancji niewykazuj4cych takiego dzialania. Wymagane jest jednak 

 

przeprowadzenie daiszych prac, najlepiej na podstawie danych dotcz4cych ludzi, aby 

 

ustali6, w jaki s pos6b wyniki IL-8 Luc m og4 potencjalnie wplyn46 na o cen9 sily dzialania, 

 

je2eli s4 rozpatrywane w pohczeniu z innymi 2 r6d1ami informacji. 
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7. Definicje zn可du4 si9 w dodatku 3.1. 

 

Z SADA BADA1NIA 

 

W te§cie IL-8 Luc wykorzystuje si9 ludzk4 lini9 kom6rkow4 bialaczki monoc舛arnej TIP-

1, kt6ra otrzymano ze zbioru kultur typu ame rkahskiego (Manassas, Wirginia,S tany 

 

medycznej Uniwersメetu Tokohu, 

 

reporterowych IL-8 

 

stabilnej lucyferazy 

 

1ini9 kom6rek 

 

Zj ednoczone). Wydzial dermatologii szkoly 

 

wkorzystu4c t9 1ini9 kom6rkow4, ustanowil 

 

THP-G8, kt6ra zawiera geny 

 

wywodzac4 s i9 z TIP-i 

 

pomaraiiczowej (SL0) i stabilnej lucyferazy czerwOnej (SLR), kontrolowane odpowiednio 

 

przez promotory 'L-8 oraz dehydrogenazy aldehydu 3-fsfglicerynowego (GAPDI) (1). 

 

Pozwala to na dokonanie ilo§ciowego pomiaru indukcji genu lucyferazy przy wykryciu 

 

luminescencji z powszechnie stosowanych s ubstrat6w lucyferazy generu4cych § wiatlo 

 

jako wskanika a ktywno§ci IL-8 i GAPDI w kom6rkach, kt6re zostaly naraone na 

 

dzialanie substancj i dzialaj4 cych uczulaj4 co. 

 

8 

 

9.Sys tem testu uwzgl9dniaj4cego dwie barwy zawiera lucyfraz9 em itu4c4§ wiatlo 

 

pomaraiiczowe (sLO;入 maks. = 580 nr) (12) na potrzeby ekspresji gen6w promotora IL-

8, a take 1ucyfraz9 em i画4c4§ wiat1o czerwone (SLR;入 maks. = 630 nr) (13) na 

 

potrzeby ekspresji gen6w promotora kontroli wewn9trzn可 - GAPDI. Te dwie lucyferazy 

 

em itu4 r62ne barwy w reakcji z d-lucyfryn4§ wiet1ika, a ich luminescenc9 mierzy si9 

 

j e dnocze§nie w reakcj i j ednoetapowej, wykorzystuj 4 c丘 ltr optyczny do oddzielenia emisj i 

 

od mieszaniny testowej (14) (dodatek 3.2). 

 

10.Ko m6rkiTH P-G8 poddaje si9 dzialaniu substancji chemicznej przez 16 godzin, po czym 

 

mierzy s i9 aktywno§5 lucyferazy S L0 (sLO-LA)o dzwierciedlaj4c4 a ktywno§5 promotora 

 

IL-8 oraz aktywno§5 lucyferazy S LR (SLR-LA)o dzwiercied1aj4c4 a ktywno§6 promotora 

 

GAPDI. Aby u1twi5 zrozumienie s kr6t6w, sLO-LA i S LR-LA wyznaczono odpowiednio 

 

jako IL8LA i GAPLA. W tabeli 1 przedstawiono opis po95 zwi4zanych z aktywno§ci4 

 

lucyferazy w te§cie IL-8 Luc. Zmierzone warto§ci wykorzystuje s i9 do obliczenia: 

 

znormalizowanej IL8LA (nIL8LA), kt6ra jest stosunkiem IL8LA do GAPLA; indukcji 

 

nIL8LA (Ind-IL8LA), kt6ra jest stosunkiem§ rednich arytmetycznych czterokrotnie 

 

mierzonych warto§ci nIL8LA kom6rek TH P-G8 poddanych dzialaniu substancji 

 

chemicznej oraz warto§ci nIL8LA kom6rek TIP-G8 niepoddanych dzialaniu substancji 

 

chemicznej; oraz inhibicji GAPLA (Inh-GAPLA), kt6ra jest stosunkiem§ rednich 

 

arメmetycznych czterokrotnie mierzonych warto§ci GAPLA kom6rek TIP-G8 poddanych 

 

dziaianiu substancji chemicznej i warto§ci GAPLA kom6rek T IP-G8 niepoddanych 

 

dziaianiu substancji chemicznej. a tak2e jako wska2nik ctotoksVczno§ci. 

 

Tabela 1: Opis poj96 zwi4zanch z a kywno§ci4 lucyferazy w te§cie IL-8 Luc 
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Definicja 

 

Aktywno§6 lucyferazy S LR o dzwieried1可4ca a ktywno§5 promotora 

 

GAPDI 

 

Aktywno§5 lucyferazy S LO o dzwiercied1可4ca a ktywno§5 promotora ILー 

 

8 

 

IL8L!GAPL 

 

nIL8L km6rek TH P-G8 poddanych dzialaniu substancji chemicznych 

 

/n IL8LA kom6rek niepoddanych dzialaniu substancji chemicznych 

 

GAPLA kom6rek TH P-G8 poddanych dzialaniu substancji 

 

chemicznych / GAPLA kom6rek niepoddanych dzialaniu substancji 

 

chemicznych 

 

N可ni2sze s t92enie substancji chemicznej, w kt6rm Inh-GAPLA 

 

rrzVimuie warto§6< 0,05. 

 

Skr6t 

 

GAPLA 

 

IL8L 

 

nIL8L 

 

Ind-IL8LA 

 

Inh-GAPLA 

 

CVOS 

 

11. Aby usprawni6 proces walidacji zmienionych test6w in vitro lucyferazy IL-8 podobnych 

 

do testu 'L-8 Luc i aby umo21iwi6 terminowe modyfikowanie w界ycznej OECD nr 442E 

 

dotycz4c可 badai'i, mo2na s korzysta6 z dost9pnych s tandard6w wykonywania badafi (15). 

 

Wzaj emne uznawanie danych OECD b9 dzie mo21iwe wlcznie w przypadku badaii 

 

zweryfikowanych zgodnie ze standarder wykonywania badah,je2e li badania te poddano 

 

przegkdowi i whczono do wメycznej OECD nr 442E dotcz4c可 bada五 (16). 

 

WYKAZANIE B iGLOSCI 

 

12. Przed przystapieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniej szym dodatku 

 

do metody badawczejB .7 i laboratoria powirmy wkaza5 s wo4 bi egIo§6 techniczn4 z 

 

zastosowaniem dziesi9ciu substancji s 1u4cych do wykazania bieg1o§ci wymienionych w 

 

dodatku 3.3 zgodnie z dobrymi praktykami w zakresie metody in vitro (17). Ponadto 

 

u2ytkownicy badania powinni prowadzi5 baz9 danych historycznych wygenerowanych 

 

podczas kontroli reaktwno§ci (zob. pkt 15) oraz kontroli dodatnich i kontroli z 

 

rozpuszczalnikiem/no§nikiem (zob. pkt 2 1-24), a tak2e wkorzystywa6 te dane do 

 

potwierdzenia zachowania o dtwarzalno§ci badania w swuim laboratorium w miar9 uplywu 

 

czasu. 

 

PROCEDURA 

 

13.S tandardowa procedura operacyjna dotycz4ca testu IL-8 Luc jest dost9pna i nale之y z niej 

 

korzysta6 podczas przeprowadzania badania (18). Laboratoria, kt6re chc4 przeprowadzi6 

 

badanie, mog4 o trzyma6 rekombinowan4 1ini9 kom6rkow4 TH P-G8 w laboratorium GPC 

 

Co. Ltd. w Tottori w Japonii, podpisuj4c, w zgodzie z warunkami wzoru OECD, 

 

porozumienie o transferze materialu. W poni2szych punktach opisano najistotniejsze 

 

elementy i procedury zwi4zane z tester. 
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Przygotowanie km6rek 

 

14. Do przeprowadzenia testu IL-8 Luc (zob. pkt 8 i 13) na1e2y wkorzysta6 1ini9 kom6rkowz 

 

TH P-G8 pochodz4c4 z laboratorium GPC Co. Ltd. w Tottori w Japonii. Po odebraniu 

 

kom6rki rozmnaa s i9 (2-4 pasa2) i przechowuje zamro2one jako jednorodny zbi6r. 

 

Ko m6rki pochodz4ce z tego zbioru mo2 na rozmna2a6 do os i4gni9cia maksymalnie 12 

 

pasa2y lub przez maksimum 6 tygodni. RPMI-1640 jest pod1o2em wykorzystywanym do 

 

rozmna2ania, zawierjcym 10 % bdlcej surowicy plodowej (FBS), roztw6r 

 

antybiotyczny/przeciwgrzybiczy (100 U/ml penicyliny G, 100 ig/ml streptomycyny i 0,25 

 

ig/ml amfoterycyny B w 0,85 % soli fizjologicznej) (np. GIBCO o numerze kat. 15240-

062), 0,15 1g/ml puromycyny (np. nr CAS 58-58-2) oraz 300 ig/m1 G418 (np. nrCAS 

 

10832 1-42-2). 

 

15. Przed wykorzystaniem kom6rek do badaii na1e2y je zakwa1i丘kowa6, przeprowadzaj4c 

 

kontrol9 reaktywno§ci.K ontr19 t9 na1e2y przeprowadzi6 w terminie 1-2 tygodni lub 2-4 

 

pasa之y po rozniro2eniu,s tosuac kontro19 dodatni4, ti. bromek 4-nitrobenzylu (4-NBB) (nr 

 

CAS 100-11-8, czysto§6 と 99 %), oraz kontro19 uemn4, ti. kwas miekowy (LA) (nrCAS 

 

50-21-5, c zysto§5と 85 %). Bromek 4-nitrobenzylu powinien wywola6 reak可9 dodatni4 na 

 

I nd-IL8LA (と1,4), natomiast kwas miekowy powinien wywo1a6 reakc9 uemn4 na m d-

IL8LA (<1,4). W te§cie nale2y wkorzysta6 w14cznie te kom6rki, kt6re pomyS1nie 

 

przeszly kontrol9 reaktywno§ci.Ko ntro19 reaktwno§ci na1e2y przeprowadzi6 zgodnie z 

 

vrocedurami orisanvmi w ikt 22-24. 

 

Kom6rkiTH P-G8 wysiewa s i9 do badah w g9sto§ci 2-5× i05 kom6rek!ml i dokonuje ich 

 

wst9pnj hodowli w kolbach z kulturami przez 48-96 godzin. W dniu badania kom6rk 

 

pobrane z koib z kulturami przemywa si9 w pod1o2u RPMI-1640 zawier可4cym 10 % FBS 

 

bez a ntbiotk6w, a nast9pnie zawiesza si9 je ponownie w pod1o2u RPMI-1640 o 

 

zawarto§ci 10 % FBs bez a ntbiotk6w w g9sto§ci i x 106 kom6rek/ml. Nast9pnie 

 

kom6rki umieszcza si9 w dolkach 96-dolkowe czarnej plメki plaskodennej (np. Costar o 

 

nurnerze kat. 3603) wo bj9to§ci po 50 i1 (5 x i 04 kom6rek/ml) 

 

16 

 

Przygotowanie badanej substancji chemicznej i substancji kontrohiych 

 

17.Ba dan4 s ubstan可9 c hemiczn4 oraz substancie kontrolne przygotowuje si9 w dniu badania. 

 

Na potrzeby testu IL-8 Luc badane substancie chemiczne rozpuszcza s i9 w X-VW0lM 15, 

 

dost9pnym na rynku pod1o2u pozbawionym surowicy (Lonza, 04-418Q), do s t92enia 

 

kohcowego wynosz4cego 20 mg/ml. W prob6wce do mikrowir6wki do 20 mg badanej 

 

substancji chemicznej (bez wzg19du na rozpuszcza1no§6 tej substancji chemicznej) dodaje 

 

si9 X-VIV0］、4 15 a2 do uzyskania obj9to§ci 1 ml, a nast9pnie przez 30 min energicznie 

 

wiruje i wstrz4sa na wirniku przy maksymalnej pr9dko§ci wynosz4cej 8 obr./min w 

 

temperaturze otoczenia wynosz4cei ok. 20。 C. W przypadku gdy stale substancie 

 

chemiczne wcia2 sa nierozvuszczalne.D rob6wke dodatkowo Do ddaie sie dzialaniu 
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u1tradwi9k6w do momentu calkowitego rozpuszczenia substancji chemicznej lub 

 

utworzenia jej stabilnej dyspersji. W przypadku badanych substancji chemicznych 

 

rozpuszczalnych w X~VIVoTM 15 roztw6r rozcieficza si9 pi9ciokrotnie za pomoc4 X-

VIV0T1 15 i wykorzystuje jako roztw6r podstawowy X-VIV0IM 15 badanej substancji 

 

chemicznej (4 mg/mi). W przypadku badanych substancji chemicznych 

 

nierozpuszczalnych w X~VIV0TM 15 mieszanin9 ponownie wiruje s i9 przez c o najmniej 30 

 

minut, a nast9pnie odwirowuje z pr9dko§ci4 15 000 obr./min. (に20 000 g) przez 5 min; 

 

powstaiy supernatant wykorzystuje s i9 jako roztw6r podstawowy X~VIVoTM 15 badanej 

 

substancji chemicznej. w przypadku zastosowania innych rozpuszczalnik6w, takich jak 

 

sulfotlenek dimetylu, woda lub pod1o2e,na le2y przedstawi6 uzasadnienie naukowe. W 

 

dodatku 3.5 s zczeg6lowo opisano procedur9 rozpuszczania substancji chemicznych. 

 

Roztwory X-VIV0］、4 15 opisane w pkt 18-23 miesza s i9 w stosunku 1:1 (obi.) z 

 

zawiesinami kom6rkowymi przygotowanymi w doikach 96-doikowj czarnej pl界ki 

 

plaskodennej (zob. tkt 16). 

 

18. Celer pierwszej analizy testowej jest o kre§lenie st9之enia c界otoksycznego oraz zbadanie 

 

potencjaiu dzialania uczul可acego na sk6r9 substancji chemicznych. Przy pomocy X-

V 1V0T1 15 tworzy s i9 se ri9 rozcieiiczefi w post9pie geometrycznym roztwor6w 

 

podstawowych X-VIV0］、4 15 badanych substancji chemicznych,s tosu4c wsp6lczynnik 

 

rozciehczenia wynosz4cy 2 (zob. dodatek 3.5) i wkorzystuj4c do tego cdlu blok 96-

dolkowy (np. Costar o numerze kat.E W-01729-03). Nast9pnie do 50 i1 zawiesiny 

 

kom6rkowj znajduj4ce si9 w dolkach 96-dolkowe czarnej plytki plaskodenltj dodaje si9 

 

rozciehczony roztw6r w o b9to§ci 50 tl/dolek. Dlatego te之 w przypadku badanych 

 

substancji chemicznych rozpuszczalnych w X~VIV0TM 15 s t9之enia koitcowe tych 

 

substancji wynosz4 0,002-2 mg/ml (dodatek 3.5). W przypadku badanych substancji 

 

chemicznych, kt6re nie rozpuszczaj4 si9 w X~VIVo TM 15 w s t92eniu 20 mg/rl,o kre§la si9 

 

jedynie wsp6lczynniki rozciehczenia wynosz4ce 2_210,c hocia2 rzeczywiste s t92enia 

 

koiicowe badanych substancji chemicznych pozost可4 niepewne i zale24 od s t92enia 

 

roztworu nasvconego substancii chemicznvch w roztworze Dodstawowvm X~VIV0 TM 15 

 

19. W kolejnych anaizach testowych (ti. w drugiej, trzeciej i czwartej kontrpr6bie) roztw6r 

 

podstawowy X~VIV0TM 15 tworzy s i9 w s t92eniu czterokrotnie w戸szm ni2 s t92enie, 

 

przy kt6rm 2y wotno§6 kom6rek wynosi 05 (CVOS; najni2sze st92enie, przy kt6rym Inh-

GAPLA przyjmuje warto§6 < 0,05) w pierwszym do§wiadczeniu. Je2e li najwysze s t9之enie 

 

Inh-GAPLA nie spadnie poni2可 0,05 w pierwszej analizie, roztw6r podstawowy X-

V 1V0T1 15 tworzy si9 w njw弾szym st92eniu u2メym w pierwszej analizie. s t92enie 

 

CVOS oblicza siv, dziekc s t92enie roztworu podstawowego uzyskanego podczas pierwszej 

 

analizy przez wsp6lczynnik rozcieiiczenia CVOS (X) (wsp6lczynnik rozciehczenia CVOS 

 

(X); wsp6lczynnik rozcieiiczenia wymagany do rozcieiiczenia roztworu podstawowego do 

 

CVOS') (zob. dodatek 3.5). W przypadku badanych substancji nierozpuszczalnych w X-
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roztworu 

 

i roztw6r 

 

CVO5 o kre§1a si9 ,m no24c s t92enie 

 

oanalizy 2-4, przygotowuje si9 drug 

 

VIVO w s t92eniu 20 mg/ml wart 

 

podstawowego przez 1/X.Je2e li chodzi 

 

podstawowy w postaci 4 x CV S0 (dodatek 3.5). 

 

20.Se rie rozciehczei w post9pie geometrycznym drugich roztwor6w podstawowych X-

V 1V0T1 15 tworzy s i9,s tosu4c wsp6lcznnik rozcieiiczenia wynosz4cy 1,5 i 

 

wkorzystu4c do tegl celu bilk 96-doiklwy. Nast9pnie dl 50 ti zawiesiny kom6rkowe 

 

zn du c可 si9 w dolkach 96-dolkow可 czarnej plytki plaskodennej dodajes i9 

 

rozciehczony roztw6r w o b9to§ci 50 i1/doiek. Ka之 de s t92enie badanej substancji 

 

chemicznej na1e2y bada6 w czterech dllkach. Pr6bki miesza s i9 w6wczas za p lmOc4 

 

w界rz4sarki dl pl界ek i iiikubuje przez 16 gldzin w temperaturze 37。 C i w o becnl§ci S % 

 

cO2,p l czym mierzy s i9 a ktywnlS6 lucyferazy w s pls6b opisany poni河. 

 

21. Klntrola z rlzpuszczalnikiem jest mieszanina X-VWo］、4 15 w lb9tl§ci 50 .tl/dolek i 

 

zawiesiny klm6rkowj w RPM'- 1640 zawiera cj 10 % bydi9c可 surowicy plldlwej w 

 

o b9to§ci 50 t1/dl1ek. 

 

22. Za1ecan4 k1ntr0k1 dldatni4 jest bromek 4-nitrlbenzylu. W 1,5-mililitrlwej prob6wce dl 

 

mikromiareczkowania przygotowuje s i9 20 mg broniku 4-nitrobenzlu, a nast9pnie dodaje 

 

s i9 X-VWo］、4 15 do uzyskania o bj9tlsci i mi. Prlb6wk9 umieszcza si9 w wirniku, gdzie 

 

j可 zawarto§6 jest energicznie mieszana i wstrz4sana z maksymaln4 pr9dkl§ci4 8 obr./min 

 

przez c O najmniej 30 min. Po ldwirlwywaniu przy 20 000 g przez 5 minut supernatant 

 

rozciehcza si9 czterlkrltnie w X-VIVo］、4 15, a nast9pnie 500 Iii rlzcieilczlnego 

 

supernatantu przenosi si9 do dulka bloku 96-dolklwego. Rlzcie11czlny supernatant 

 

rlzcieiicza s i9 dalej w X~VIV0TM 15, stlsujac wsp6lczynniki rlzcie11czenia 2 i 4,p l czym 

 

50 ti tegl rlztworu dodaje si9 do 50 p.1 zawiesiny kom6rkowejTH P-08 znjduj 4cejs i9 w 

 

dllkach 96-dllkowej czarnej pl界ki plaskodennej (dodatek 3.6).K ade s t92enie kontroli 

 

dodatniej nale之y bada5 w czterech dlikach. Pl界k9 wstrz4sa si9 za pomoc4 w界rz4sarki do 

 

pl界ek i inkubuje w inkubatorze co2 (37。C , 5 % c02) przez 16 godzin, po czym mierzy 

 

si9 aktywno§6 lucyferazy w spos6b opisany w pkt 29. 

 

23. Zaleca s i9 stosowanie kwasu miekowego jako kontroli ujemnej. W 1,5-mililitrowej 

 

prob6wce dl mikromiareczkowania przygltlwuje si9 20 mg kwasu mlekowego, a 

 

nast9pnie dodaje s i9 X~VIV0TM 15 do uzyskania o bj9to§ci i mi (20 mg/mi). Roztw6r 

 

kwasu mlekowego o st92eniu 20 mg/mi rozcieiicza s i9 pi9ciokrotnie w X~VIV0TM 15 (4 

 

mg/rl); 500 p.1 tegl roztwlru kwasu mlekowego o s t92eniu 4 mg/mi przenosi si9 do dolka 

 

bloku 96-dolkowego. Roztw6r ten rozcieiicza si9 dwukrotnie w X~VIV0TM 15, a nast9pnie 

 

ponownie rozciehcza s i9 dwukrotnie, by uzyska6 roztwory o st92eniach 2 mg/ml oraz i 

 

mg/ml. 50 p.i tych trzech roztwor6w oraz kontr0i9 z no§nikiem (X~V,V0TM 15) dodaje si9 

 

do 50 p.1 zawiesiny kom6rkowjTH P-G8 znadu 4cejs i9 w doikach 96-dolkowej czarnej 

 

plメki plaskodennej.Ka2 de s t92enie kontroli ujemnej bada s i9 w czterech dolkach. P1メk9 
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wstrz4sa si9 za pomoc4 wメrz4sarki do plytek i inkubuje w inkubatorze C 02 (37。C , 5 % 

 

cO2) przez 16 godzin, po czym mierzy si9 a ktywno§6 lucyferazy w s pos6b opisany w 

 

pkt 29. 

 

24.Mo2 na s tosowa6 inne odpowiednie kontrole dodatnie lub ujemne,je2e li dost9pne s4 dane 

 

historyczne pozwal可4ce na uzyskanie por6wnywalnych krメeri6w dopuszczalno§ci 

 

analizy. 

 

25. Nale2y dolo2y6 s tarah, aby nie dopu§ci6 do odparowania lotnych badanych substancji 

 

chemicznych i aby zapobiec zanieczyszczeniu krz弾owemu mi9dzy dolkami 

 

zawier可4cymi badane substancje chemiczne, np. szczelnie zakl可a4c p1界k9 przed 

 

rozpocz9ciem inkubacji z wykorzystaniem badanych substancji chemicznych. 

 

26. Uzyskanie prognozy dodatniej lub ujemnej w odniesieniu badanych substancji 

 

chemicznych oraz kontroli z rozpuszczalnikiem wymaga przeprowadzenia 2-4 analiz (zob. 

 

tabela 2).Ka之 d4 a naliz9 przeprowadza s i9 innego dnia, u2yw可4c§ wie之ego roztworu 

 

podstawowego X-VIVo］、4 15 badanych substancji chemicznych oraz wkorzystu 

 

niezale2nie i,obrane kom6rki.Kom6 rki moaa poc hodzi6 z teal sameao Dasa2u. 

 

Pomiary aktywnosci lucyferazy 

 

27. Luminescen可9 mierzy si9 przy zu2yciu 96-dolkowego luminometru mikroplytkowego 

 

wyposa2onego w filtry optyczne, np. Phelios (ATTO, Tokio, Japonia), Tristan 941 

 

(Berthold, Bad Wildbad, Niemcy) oraz seria ARVO (PerkinElmer, Waltham, 

 

Massachusetts, S tany Zjednoczone). Aby zapewni6 o dtwarzalno§6, luminometr musi by6 

 

wykalibrowany na potrzeby ka2dego badania (19). Na potrzeby tej kalibracji dost9pne s4 

 

rekombinowane lucyferazy e mitu4ce§ witlo pomarahczowe i czerwone. 

 

28. 100il podgrzanego odczynnika do testu lucyferazy Trip1uc⑧ (Tripluc) przenosi si9 do 

 

ka2dego dulka na plytce, kt6r zawiera zawiesin9 kom6rkow4 poddan4 dzialaniu 

 

substancji chemicznej lub niepoddan4 takiemu dzialaniu. Pl界k9 wstrz4sa si9 przez 10 

 

minut w temperaturze otoczenia wynosz4c可 ok. 20。 C. Umieszcza si9 j4 w luminometrze, 

 

by zmierzy5 a ktywno§5 lucyferazy.B ioluminescenc9 mierzy si9 ka2dorazowo przez 3 

 

sekundy zar6wno z zastosowaniem filtra optycznego (Fl), jak i bez niego (FO). W 

 

przypadku zastosowania innych ustawiei, np. z uwagi na korzystanie z innego modelu 

 

luminometru. nale2V p rzedstawk stosowne uzasadnienie. 

 

Parametry ka2dego st92enia obliczane s4 na podstawie zmierzonych warto§ci, np. IL8LA, 

 

GAPLA, nIL8LA, nd-IL8LA, Inh-GAPLA, § redniego odchylenia standardowego (士SD) 

 

IL8LA, § redniego士S D GAPLA,§ redniego 士S D nIL8LA,§ redniego 士S D nd-IL8LA, 

 

§redniego 士S D Inh-GAPLA oraz 95-procentowego przedzialu ufno§ci Ind-IL8LA. 

 

29 
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Definicje parametr6w u2メych w niniejszym punkcie zn du4 si9 odpowiednio w 

 

dodatkach I oraz IV. 

 

30. Przed pomiarem rozr62nienie kolorystyczne w testach reporterowych, w kt6rch stosuje 

 

si9 kulka barw, uzyskuje si9 zazwyczaj przy u2yciu detektor6w (luminometru oraz czytnika 

 

plメek) wyposa2onych w filtry optyczne, takie jak filtry typu sharp-cut (dlugoprzepustowe 

 

lub kr6tkoprzepustowe) lub filtry§ rodkowoprzepustowe. Zgodnie z dodatkiem 3.2 

 

wsp6lczynniki transmisji fi1tr6w kadego kolorit sygnalu bioluminescencji na le2y 

 

wkalibrowa5 przed badaniem. 

 

DANE I S PRAWOZDAWCZOSC 

 

Ocena danych 

 

31. Zgodnie z kryteriami podejmowania decyzji s twierdz痕c可 wynik dodatni/ujenmy wymaga 

 

s i9, aby w ka2d可 analizie: 

 

za dodati4,j e2e li Ind-IL8LA badanej substancji 

 

uznac 

 

dolna wartoS6 graniczna 95-procentowego przedzialu 

 

prognoz9 dotyczac4 testu IL-8 Luc 

 

chemicznej wynosiと 1,4 oraz gdy 

 

ufno§ci nd-IL8LA wynosiと 1,0; 

 

prognoz9 dotycz4c4 testu IL-8 Luc uzna6 za uemn4,j e2e li Id-IL8LA badanej substancji 

 

chemicznej wynosi <1,4 lub gdy dolna warto§6 graniczna 95-procentowego przedzialu 

 

ufno§ci nd-IL8LA wynOsi <1,0. 

 

lVloUel prognozowarna 

 

32. Uznajesi9 ,2e badane substancie chemiczne, w odniesieniu do kt6rch uzyskano wyniki 

 

dodatnie w dw6ch analizach s po§r6d analiz pierwszej, drugiej, trzeciej lub czwartej, 

 

uzysku4 wynik dodatni, natomiast substancie, w odniesieniu do kt6rch uzyskano wyniki 

 

ujemne w trzech analizach s po§r6d analiz pierwszej, drugiej, trzeciej lub czwartej, 

 

uzysku4 wynik przypuszczalnie ujemny (tabela 2).S po§r6d substancji chemicznych, w 

 

odniesieniu do kt6rych przypuszcza si9 ,2e uzyskaj4 wynik ujemny, substancjom 

 

chemicznym, kt6re rozpu§ci1y si9 w X~VoVoTM 15 w s t9之eniu 20 mg/mi, przyznajes i9 

 

wynik ujemny, natomiast substancji chemicznych, kt6re nie rozpu§cily s i9 w X~V0 VOTI 

 

15 w s t92eniu 20 mg/mi, nie na le2y brad pod uwag9 (rys. 1). 

 

e ujeninego 

 

Prognoza 

 

kohcowa 

 

Dodatni 

 

Dodatni 

 

Dodatni 

 

Tabela 2: Kryteria identyfikacji wyniku dodatriiego i przypuszczaini 

 

Analiza i Analiza 2 Analiza3 Analiza 4 

 

Did atni 

 

Did atni 

 

Ui einny 

 

Dodatni 

 

Ui enmy 

 

Dodatni 
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Przypuszczalnie 

 

切en n 

 

Dodatni 

 

Dodatni 

 

Uemiy 

 

Przypuszczalnie 

 

切ellmy 

 

Dodatni 

 

Dodatni 

 

切eniiy 

 

Dodatni 

 

Ujemny 

 

Dodatni 

 

Dodatni 

 

Ujemny 

 

Dodatni 

 

Ui 

 

Ujenmy 

 

Ujemny 

 

u 

 

jemny 

 

Nie na le之yb ra亡 

 

pod uwag旦 

 

ぐ 

 

Rozpuszczalne w 20 

 

mg/ml 

 

Nierozpuszczalne w 

 

20 mg/ml 

 

Rys. 1: Model prognozowania oceny khcow可 

 

Dodatni 

 

P rzypu szcza ln ie 

 

ujemny 

 

Substanc」e 

 

chemiczne 

 

Kryterla dopuszczalnosci 

 

33. Podczas wykonywania testu IL-8 Luc spelnione musz4 zosta6 nast9pu4ce kryteria 

 

i5,0 w co najmniej 

 

Isle 

 

dopuszcza1no§ci: 

 

w ka2d可 analizie wartog6 Ind-IL8LA powinna 

 

jednym s t92eniu kontroli dodatniej, ti. bromku 4-ni 

 

w ka2d可 analizie warto§6 Ind-IL8LA powinna wynosi6 poni2可 1,4 w dowolnym s t92eniu 

 

kontroli ujemnej, ti. kwasie miekowym; 

 

nale2y o drzuci6 dane z plメek, w przypadku kt6rych warto§6 GAPLA dolkw kontrolnych 

 

zawier可acych km6rki i Tripluc, lecz niezawier 4cych substancji chemicznych, jest 

 

mniejsza ni2 pi9ciokrotno§6 warto§ci GAPLA dolk6w zawierj4cych jedynie pod1o2e do 

 

badafi (RPMI-1640 zawierjce 10 % bd19cj surowicy plodowej wo b9to§ci 50 Ill/dulck 

 

i X-VIV0IM 15 w o b9to§ci 50 Ill/dolek); 
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na1e2y o drzuci6 dane z plメek, w przypadku kt6rych wartoS5 Inh-GAPLA wszystkich 

 

s t92eii badanych lub kontrolnych substancji chemicznych jest nniejsza ni2 0,05. W tyr 

 

przypadku na 1e2y powt6rzy6 pierwsze badanie, tak aby n w弾sze s t92enie koiicowe 

 

powt6rzonego badania bylon可 ni2szym s t92eniem koiicowym poprzedniego badania. 

 

Sprawozdanie z badania 

 

34.S prawozdanie z badania powinno zawlera6 nast9pujace informacje: 

 

Badane su bstn可e cheniiczne 

 

Su bstan可a j ednosidadnikowa: 

 

dane identy丘kacめne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) IUPAC lub CAs, 

 

numer(-y)CAS , kid S 11LES lub InCh', wz6r strukturalny inb inne identyfikatiry; 

 

wygld fizyczny, rizpuszczainiS5 w wodzie, masa c z4steczkowa i didatkiwe istotne 

 

w1aSciwo§ci fizykichemiczne, w dist9pnym zakresie; 

 

c zysti§6, nazwa chemiczna zanieczyszczeii w stisownych przypadkach i je§1i jest ti 

 

praktycznie wykonaine itp.; 

 

pist9piwanie z dan4 s ubstanj przed rizpocz9ciem badah, w stisownych przypadkach 

 

(np. podgrzewanie, mielenie); 

 

rozpuszczaini§6 w X-VI V0lM 15. w przypadku substancji chemicznych 

 

nierozpuszczainych w X-ViV0m 15 - czy po odwirowaniu mi2na zaibserwiwa6 

 

s tr4canie lub no taj9; 

 

badane st9之enie(-a); 

 

warunki przechiwywania i stabiini§5, w dost9pnm zakresie; 

 

uzasadnienie wybiru rozpuszczainika/ni§nika w odniesieniu do kad可 badanej substancji 

 

chemicznej, j e§1i nie wykorzystano X-VIV0lM 15. 

 

S ustan可a wieliskiadnikiwa, UVCB i mieszanina: 

 

ipisana w miar9 mo2iiwi§ci np. piprzez pidanie nazwy chemicznej (zib. pow2e), 

 

c zysti§ci, przedstawienie inforracji dotycz4cych wyst9powania i ii§ciowegi iraz 

 

wskazanie istitnych wla§ciwi§ci fizykichemicznych skladnik6w (zib. powyej), w 

 

dist9pnym zakresie; 

 

wygkd fizyczny, rizpuszcza1no§6 w widzie i dodatkowe istotne w1a§ciwi§ci 

 

fizykichemiczne, w dost9pny zakresie; 

 

rasa c z4steczkowa inb pozirna rasa c z4steczkiwa w przypadku mieszanin iub 

 

polimerw i znanym skladzie lub inne inforracj e istotne dia przebiegu badania; 
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post9powanie z dana s ubstan可4 przed rzpocz9ciem badah, w stosownych przypadkach 

 

(np. podgrzewanie, mielenie); 

 

rozpuszcza1no§6 w X~VIV0TI 15. w przypadku substancji chemicznych 

 

nierozpuszczalnych w X-VW0]4 15 - czy po odwirowaniu mo2na zaobserwowa6 

 

s tr4canie lub且o ta可9; 

 

badane s t92enie(-a); 

 

warunki przechowywania i s tbi1no§6, w dost9pnm zakresie; 

 

uzasadnienie wyboru rozpuszcza1nika!no§nika w odniesieniu do ka2d可 badanej substaneji 

 

chemicznej, j e§ 1i nie wykorzystano X-VIV0］、4 15. 

 

ん)ntrole 

 

Kontrola dodatnia: 

 

dane identy丘kac刃ne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) IUPAC lub CAS , 

 

numer(-y)CAS , kid S 11LES lub InCh', wz6r strukturalny tub ilme identyfikatory; 

 

wygkd fizyczny, rzpuszcza1no§6 w wodzie, masa c z4steczkowa i dodatkowe istotne 

 

wtaSciwo§ci fizykochemiczne, w dost9pnym zakresie i w stosownych przypadkach; 

 

c zysto§6, nazwa chemiczna zanieczyszczeii w stosownych przypadkach i je§1i jest to 

 

praktycznie wykonalne itp.; 

 

post9powanie z dan4 s ubstan可4 przed rzpocz9ciem badah, w stosownych przypadkacb 

 

(np. podgrzewanie, mielenie); 

 

badane s t92enie(-a); 

 

warunki przechowywania i s tbi1no§5, w dost9pnm zakresie; 

 

odniesienie di wynik6w historycznych kontrol dodatnich wkazu4cych odpowiednie 

 

kryteria dopuszcza1no§ci, w stosownych przypadkach. 

 

Kontrola ujemna: 

 

dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) JUPAC lub 

 

numer(-y) CAS lub inne identyfikatory; 

 

c zysto§6, nazwa chemiczna zanieczyszczeh w stosownych przypadkach i jeg 1i jest to 

 

praktycznie wykonalne itp.; 

 

dodatkowe istotne wlaSciwo§ci fizykochemiczne w 

 

uennych ni2 te opisane w wメycznej dotcz4cj 
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warunki przechowywania i s tbilno§6, w dost9pnm zakresie; 

 

uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika w odniesieniu do ka2d可 badanej substaneji 

 

chemicznej. 

 

IITarunkibadanja 

 

nazwa i adres sponsora i placdwki przeprowadz可4ce badanie oraz dane kierownika 

 

badaii; 

 

opis zastosowanego badania; 

 

zastosowana linja konidrkowa, warunki jej przechowywariia oraz 2 r6dlo (np. placdwka, z 

 

kt6r可 j 4 otrzymano); 

 

numer partii i pochodzenie bdl9c可 surowicy plodowej, nazwa dostawcy, numer partii 96-

dolkowej czarnej plytki plaskodenn可 oraz numer partii odczynnika Tripluc; 

 

liczba pasa之y i g9sto§6 kom6rek wykorzystanych do badaii; 

 

metida zliczania kom6rek zastosowana do posiewania przed badaniem i§ rodki pod9te w 

 

celu zapewnienia jednorodnego rozmieszczenia hczby kom6rek; 

 

zastosowany luminometr (np. mide!), w tyr ustawienia przyrzdu, wykorzystany substrat 

 

lucyferazy iraz wykazanie odpowiednich pomiar6w luminescencji w oparciu o badanie 

 

kontrolne ipisane w dodatku 3.2; 

 

procedura stosowana w celu wykazania bieglo§ci laboratorium w zakresie 

 

przeprowadzania badania (np. poprzez badanie substancji s 1u24cych do wykazania 

 

bieg1o§ci) lub do wykazania o dtwarzalno§ci badania w czasie. 

 

Procedura badawcza 

 

liczba zastosowanych kontrprb i wykonanych analiz; 

 

stosiwane st92enia badanej sub stancji chemicznej, procedura podawania badanej 

 

substancji chemicznej i czas naraenia (e2eli s4 one inne ni2 zalecane); 

 

opis zastosowanych kryteri6w oceny i podejmowania decyzji; 

 

opis zastosowanych krteri6w dopuszczalnoSci badania; 

 

ipis wszelkich mod丘kaci procedury badawczej. 

 

4;う,njki 

 

pomiary warto§ci IL8LA i GAPLA; 

 

obliczenia dotycz4ce nIL8L,I nd-IL8L i inh-GAPLA; 

 

95-rocentowv orzedzial ufo§ci hid-IL8L: 
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wykres przedstawi痕cy krzywe dawka-efekt w odniesieniu do indukcji a ktywn 

 

istotnych obserwacji 

 

lucyferazy i 2y wotno§ci; 

 

w stosownych przypadkach opis wszelkich 

 

0111づwienie wノnikw 

 

om6 wienie wynik6w uzyskanych za pomoc4 testu IL-8 Luc 

 

uwzg19dnienie wynik6w testu w kontek§cie IATA,je2eli sa' dost9pne inne odpowiednie 

 

ln釦rmaりe. 

 

W ios ek 
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Dodatek 3.1 

 

DEFINICIE 

 

DOkadno§ぐ: stopieii zgodo§ci pomi9dzy wynikami badania a przガ9tmi warto§ciami 

 

odniesienia. Jest to miara efektywno§ci badania i jeden z as pekt6w jejis totno§ci. Poj 

 

tego c z9sto u2ywa si9 zamiermie z poj9ciem ,zgodno§5" na oznaczenie odsetka 

 

prawidlowych wynikw uzyskiwanych przy przeprowadzeniu badania (16). 

 

Mechanizm wy"voly'vania s kutk6w szkodliwych: sekwencja zdarzeh, pocz4wszy od 

 

struktury chemicznej docelowej substancji chemicznej lub grupy podobnych substancji 

 

chemicznych poprzez molekularne zdarzenie inijuj4ce a2 do po24danego wyniku in vivo 

 

(20). 

 

Substanda chemiczna: substancia lub mieszanina. 

 

CVO5:2y wotno§6 kom6rek 05, ti. minimalne s t92enie, przy kt6rm substancie chemiczne 

 

wykazuja' warto§6 Inh-GAPLA poni2可 0,05. 

 

FInSLO-LA: s kr6t stosowany w sprawozdaniu z walidacji i we wcze§nijszych 

 

publikacjach dotycz4cych testu IL-8 Luc w odniesieniu do Ind-IL8LA. Definicja - zob. Ind-

IL8L. 

 

regulowana 

 

2ywotnych. 

 

GAPLA: a ktywno§6 stabilnej lucyferazy czerwonej (SLR) (入maks. = 630 

 

przez promotor GAPDI oraz wkazuj4ca 2y wotno§5 kom6rek i liczb9 kom 

 

Zagrozenie: nieodhczna wla§ciwo§6 czynnika lub sytuacja, kt6ra mo2e potencjalnie 

 

doprowadzi6 do niekorzystnych s kutk6w w przypadku nar2enia organizmu, systemu lub 

 

(sub)populacji na taki czynnik. 

 

IATA (zintegrowane pod可§cie do bada血 i oceny): usystematyzowane pod可§cie 

 

stosowane w odniesieniu do identyfikacji zagr之eh (potencial), charakterystyki zagro之eit 

 

(sila oddzialywania) lub oceny bezpieczeistwa 印 otencjal / sila oddzialywania oraz 

 

nara之enie) substancji chemicznej lub grupy substancji chemicznych; w ramach tego 

 

podej§cia w s pos6b strategiczny integruje s i9 i wa2y wszystkie istotne dane, kt6re m og4 

 

wplyn4'5 na pod9cie decyzji regulacyjnej dotycz4c可 potencjalnego zagro之enia, ryzyka tub 

 

konieczno§ci pod9cia daiszych ukierunkowanych,a przez to minimalnych badah. 

 

II-SLR-LA:s kr6t stosowany w sprawozdaniu z walidacji i we wcze§nieszych pubikacjach 

 

dotycz4cych testu IL-8 Luc w odniesieniu do Inh-GAPLA. Defrnicja - zob. hh-GAPLA. 

 

IL-8 (Inter1eukina-8): cメokina pozyskana z kom6rek§ r6dblonka, fi broblast6w, 

 

kertynoc界6w, makrofg6w i monoc界6w, kt6ra powoduje chemotaksj9 neutrofili i 

 

limfocメ6w T. 

 

IL8LA: a ktwno§6 stabilnej lucyferazy pomara1czow可 (sLO) Qmaks. = 580 nr), 
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regulowana przez promotor I L-8. 

 

Ind-IL8LA: krotno§6 indukcji I L8LA. Warto§6 t9 uzyskujesi9 , dzie14c warto§6 nIL8LA 

 

kom6rek TH P-G8 poddanych dzialaniu substancji chemicznych przez warto§6 ni18LA 

 

niestymulowanych kom6rek TH P-G8; warto§6 nd-IL8L odzwierciedla i nduk永 

 

aktywno§ci promotora IL-8 przy pomocy substancji chemicznych. 

 

Inh-GAPLA: inhibicja GAPLA. Warto§6 t9 uzyskuje si9 , dzie14c warto§6 GAPLA kom6rek 

 

THP-G8 poddanych dzialaniu substancji chemicznych przez warto§5 GAPLA kom6rek 

 

THP-G8 niepoddanych dzialaniu sub stancj i chemicznych; Inh-GAPLA odzwierciedla 

 

c界otoksyczno§6 substancji chemicznych. 

 

Minimalny pr6g indukcji: nani2sze s t92enie, przy kt6rym substancia chemiczna spelnia 

 

kryteria uzyskania wyniku dodatniego. 

 

Mieszanina: mieszanina lub roztw6r, kt6re s k1ad喚s i9 z co najmniej dw6ch substancji. 

 

Substan可a jednoskiadnikowa: substancia, zdefiniowana za pomoc4 j可 s kadu 

 

i1o§ciowego, w kt6r可 jeden gh5wny skiadnik wyst9puje w s t9之eniu co najmniej 80 % (w/w). 

 

Substan可a wieloskiadnikowa: substancia, zdefiniowana za pomoc4 jej skiadu 

 

1o§ciowego, w kt6r可 wi9c可 ni2 jeden gl6wny skiadnik wst9pue w s t92eniuと 10 % (w/w) 

 

i< 80 % (w/w).S ubstanja wieloskiadnikowa powstaje w wyniku procesu wytwarzania. 

 

R62nica mi9dzy mieszanina a s ubstanj4 wie1oskladnikow4 polega na tyr,2e mieszanin9 

 

uzyskuje si9 poprzez zmieszanie przynajmniej dw6ch substancji,mi9 dzy kt6rymi nie 

 

zachodzi reakcja chemiczna.S ustan可a wieloskiadnikowa powstaje w wyniku reakcji 

 

chemicznej. 

 

nIL8LA: aktywnog5 lucyferazy S L0 odzwieried1痕ca aktywno§6 promotora IL-8 

 

(IL8L), znormalizowana przez aktywno§6 lucyferazy S LR odzwiercied1aac4 aktywno§6 

 

promotora GAPDI (GALPA). Warto§5 nIL8LA odzwierciedla aktywno§6 promotora IL-8 

 

po uwzg19dnieniu 2y wotno§ci kom6rek lub ich liczby. 

 

nSL0-LA:s kr6t stosowany w sprawozdaniu z walidacji i we wcze§niejszych publikacjach 

 

dotycz4cych testu IL-8 Lue w odniesieniu do nIL8L. De丘nija - zob. nIL8L. 

 

Kontrola dodatnia: kontrpr6ba zawieraj4ca wszystkie sldadniki uldadu badawczego, 

 

poddana dzialaniu substancji chemicznej, o kt6rj wiadomo,之e wywohtje reakcj9 dodatni. 

 

Aby zapwni6 mo21iwo§6 oceny zmienno§ci reakcji w kontrol dodatniej w czasie, stopiefi 

 

reakcji dodatniej nie powinien bメ nadmierny. 

 

Prehapteny: substancie chemiczne, kt6re s tj4 si9 czynnikami uczu1可4cymi po 

 

transformacji abiotycznej. 

 

Prohapteny: substancie chemiczne, kt6re wy ag可4 aktywacji enzymatycznej do 

 

uwolnienia s woie2o Dotencialne2o dzialania uczulaiace2o na skure. 
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Istotnosc: opis powuzania badania z oczeluwanym skutkiem oraz czy Jest Ifl znacz4ce i 

 

u2メeczne z punktu widzenia o kre§1onego celu. Jest to zakres, w jakim badanie pozwala 

 

prawidlowo zmierzy5 lub przewidzie6 biologiczny oczekiwany skutek.is totno§5 obejmuje 

 

uwzgl9dnienie dokladno§ci (zgodo§ci) badania (16). 

 

Wiargodno§ぐ: miary zakresu, w jakim badanie mo2e zosta5 przeprowadzone w s pos6b 

 

odtwarzalny w jednym laboratorium i pomi9dzy laboratoriami na przestrzeni czasu w 

 

przypadku jego przeprowadzania przy uyciu tegl samego protokolu. Ocenia s i9 j4 , 

 

oblicza c o dtwarza1no§6 wewn4trz- i mi9 dzylbortor n4 oraz powtarzalno§6 

 

wewn4trzlbortorガn4 (16). 

 

Analiza: analiza obejmuje jednoczesne badanie jednej badanej substancji chemicznej lub 

 

wi9ksz可 liczby takich substancji w kontroli z rozpuszczainikiem!no§nikiem i kontroli 

 

dodatniej. 

 

Czulo§ぐ: odsetek wszystkich substancji chemicznych d可4cych wynik dodatni / aktywnych 

 

substancji chemicznych prawidlowo skiasyfikowanych za pomoc4 danego badania. Jest to 

 

miara do1dadno§ci badania, kt6ra daje wyniki definitywne i stanowi istotny parametr w 

 

ocenie is totno§ci badania (16). 

 

SL0-LA:s kr6t stosowany w sprawozdaniu z waiidacji i we wcze§nieszych publikaejach 

 

dotycz4cych testu IL-8 Luc w odniesieniu do I L8LA. Definicja - zob. IL8LA. 

 

SLR-LA:s kr6t stosowany w sprawozdaniu z walidacji i we wcze§ni可szych pubiikacjach 

 

dotycz4cych testu IL-8 Luc w odniesieniu do GAPLA. Definicja - zob. GAPLA. 

 

Kontrola z rozpuszczalnikiem/nosnikiem: pr6bka niepoddana dziaianiu badanej 

 

substancji, zawier痕ca wszystkie skiadniki ukiadu badawczego z wガ4tkiem badanej 

 

sub stancji chemicznej, ale z uwzgl9dnieniem stosowanego rozpuszczalnika/no§nika. 

 

Wykorzystywana jest do o kreglenia wガ§ciowj reakcji dia pr6bek poddanych dzialaniu 

 

badanej substancji chemicznej rozpuszczonej lub stabilnie rozproszonej w tyr samym 

 

rozpuszczainiku/o§niku. W przypadku badania z je dnoczesn4 kontroki pod1o2a pr6bka ta 

 

wykazuje r6wnie, czy rozpuszczalnik/no§nik wchodzi w reak可9 z ukiadem badawczym. 

 

Swoisto§: odsetek wszystkich substancji chemicznych da cych wynik ujemny / 

 

nieaktywnych substancji chemicznych prawidlowo sklasyfikowanych za pomoc4 badania. 

 

Jest to miara dokladno§ci badania, kt6ra daje wyniki defrnitywne i stanowi istotny parametr 

 

w ocenie istotno§ci badania (16). 

 

Substan可 a: pierwiastki chemiczne i ich zwi4zki w stanie naturalnym lub uzyskane w 

 

wyniku dowolnego procesu produkcyjnego, w tyr wszelkie dodatki konieczne do 

 

zachowania trw証o§ci produktu i wszelkie zanieczyszczenia powstale w wyniku 

 

zastosowanego procesu, z wオ4czeniem wszelkich rozpuszczalnikw, kt6re mo2na o ddzieli6 

 

bez wpiywu na s tabiino§6 substancji i bez zmiany jej skiadu. 

 

Srodek powierzchniowo czynny: zwany take surfaktantem, jest to substancia, np. 
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letergent, Ktora roze zmni切 szaC napi9cie powierzclrniowe cleczy, umozilwiaj4c tyr 

 

samymjej pienienie lub przenikanie w ciala stale; substancia ta jest take zwana§ rodkiem 

 

zwil2a 4cym. (TG437) 

 

Badana substancja cherniezna: dowolna substancia lub mieszanina badana za pomoc4 

 

niniej szej metody. 

 

THP-G8: linja kom6rek reporterowych IL-8 wykorzystana w te§cie IL-8 Luc. Ludzk4 lni9 

 

kom6rkow4 TIP-i typu makrofagowego poddano transfekcji przy u2yciu gen6w lucyferazy 

 

SL0 i S LR pod kontroki odpowiednio promotor6w 'L-8 i GAPDI. 

 

Globalnie Zharmonkowany Sys tem Kiasyfikacji i lznakowania C hemikaii6w 

 

lrganizacji Narod6w Zjednoczonych (G1S 0NZ): system, w ramach kt6rego proponuje 

 

si9 kiasy丘ka可9 substancji chemicznych (substancji i mieszanin) wediug znormaiizowanych 

 

rdz可6w i poziom6w zagro2efi fizycznych, zdrowotnych i g rdowiskowch oraz omawia 

 

si9 odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak: piktogramy, hasia ostrzegawcze, 

 

zwroty wskazu4ce rodzaj zagro2enia, zwroty wskazu4ce§ rodki os tro2noSci i karty 

 

charakterystyki substancji i produkt6w niebezpiecznych, aby przekazad informacje na temat 

 

ich szkodliwego dzialania w celu zapewnienia ochrony ludzi (w tyr pracownik6w, 

 

rbotnik6w, przewo2nikw, konsument6w i rtowik6w) i§ rodowiska (21). 

 

produkty reakcji lub 

 

adzie, zio2one 

 

UVCB: substancie o nieznanym lub zmiennym ski 

 

materialy biologiczne. 

 

Wa2na metida badawcza: badanie, kt6re uznano za wystarcz痕co istotne i wiarygodne 

 

dia danego celu i kt6re opiera si9 na uzasadnionych naukowo podstawach. Badanie nie 

 

mofe zosta5 uznane za wa2ne w sensie absolutnym, aie tylko w odniesieniu do o kre§lonego 

 

celu. 
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Dodatek 3.2 

 

Z SADA POMIARU AKT YWNOSCI LUCYFERAZY I OK RESLANI 

 

WSPOLCZYNNIKOW T R NSMISJI FILTRA OPTYCZNEGO W O DNIESIENIU DO 

 

SL0 I S LR 

 

Ukiad do testowania przy uyciu wielu reporter6w - Tripluc - mo之na s tosowa5 z 

 

luminometrem mikroplytkowym posiad喚cym system detekcji wielu barw, kt6ry 

 

mo2na wposa之メ w filtr optyczny (np. Phelios AB -2350 (ATTO), ARVO 

 

(PerkinEimer), Tristar L 941 (Berthold)). Filtrer optycznym stosowanym w 

 

pomiarach jest filtr dhigo- iub kr6tkoprzepustowy przepuszcz痕cy c z9stotliwo§ci 600-
620 nr lub filtr§ rodkowoprzepustowy przepuszczj4cy c z9stotliw0§ci 600-700 um. 

 

Pomiar lucyferaz e mit可icych dwie barwy za pomoci filtra optycznego 

 

W niniejszym przykladzie zastosowano filtr Phelios AB -2350 (ATTO). Przedmiotowy 

 

luminometr wyposa2ony jest w filtr dlugoprzepustowy przepuszcz 4cy c z9stotliwo§6 

 

nr" (」 

 

I0nm) 

 

600 mn (R6O HO YA Co.), zwany dalej" filtrer dlugoprzepustowym 600 

 

do rozdzielania luminescencjiS L0 (入maks. = 580 nr) iS LR (?'maks. = 6B 

 

Aby wyznaczy6 wsp6iczynniki transmisji filtra diugoprzepustowego 600 nr, najpierw 

 

- korzystj4c z oczyszczonych enzym6w lucyferazy S L0 i S LR - nale2y: (i) zmierzy6 

 

intensywno§6 bioluminescencji S L0 i S LR bez filtra (FO), (ii) zmierzy intensywno§6 

 

bioluminescencji S L0 i S LR, kt6re przeszly przez filtr dliugoprzepustowy 600 nr (filtr 

 

1), oraz (iii)o bliczy wsp6lczynniki transmisji filtra dlugoprzepustowego 600 1ml w 

 

odniesieniu do S L0 i S LR wymienionych poni2. 

 

Definicja 

 

Skr6t 

 

Wsp6lczynniki transmisji 

 

transmisj i 

 

Wsp6kzymiik 

 

filtra dia S L0 

 

KOR60 

 

Wsp6lczyiiki 

 

transmisji filtra i 

 

SL0 

 

transmisj i 

 

Wsp6lczylik 

 

filtra dia S LR 

 

KRR60 

 

Wsp6lczynniki 

 

transmisji filtra i 

 

SLR 

 

Je之e1i intensywno§5 S L0 i S LR w badanej prbceo kre§lono odpowiednio jako O i R, 

 

(i) intensywno § 6§ wiatla bez filtra (tylko optycznego) FO i (ii) intensywno§6 § wiatia 

 

przechodz4cego przez filtr dkugoprzepustowy 600 nr (filtr 1) Fl opisuje s i9 w s pos6b 

 

okr§lony poni2j: 
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=0+R 

 

印 

 

Fl =KO R6o xl +K RR6o x R 

 

Wziry te mozna wrazi6 nas t9pu4co: 

 

W6wzas za 

 

zmierzonych 

 

spi s6b : 

 

0 
R 

 

、
、
ー
，
ノ
 

 

1 
姐 

 

i 

 

R60 

 

pomoc4 obliczonych c zynnik6w przepuszczalno§ci (KORo i K R60) oraz 

 

warto§ci dia FO i Fl mo2na o biiczメ wartoSci I i R w n ast9pu4cy 

 

、Iー

》 

 

0 
一 

 

「』1 
ロl 

 

ノ
ー
 

、
、
 

 

一 

 

、
ー

》 

 

i 

 

i 

 

KOR6O K RR60 

 

ノ‘ー、 

 

「 

 

、
ー
ノ
I
 

 

0 
R 

 

ノ〈‘

ー 

 

Materialy i metody wyznaczania czynnika przepuszcza1no§ci 

 

Dldczynn ik' 

 

Pij edyncze iczyszczine enzymy lucyferazy: 

 

liifiiiziwany iczyszczony enzym S L1 

 

liifiiiziwany iczyszcziny enzym S LR 

 

(kt6r dia ce i6w waiidacji pizyskani z GPC Lab. Ci. Ltd. w Tittiri w Japinii razem 

 

z lini4 kim6rkiw4 TH P-G8). 

 

Idczynnik testiwy 

 

idczy nk testiwy iucyferazy Tripluc⑧ (np. z TOYIBI c t#MR-301) 

 

Pidli2e: di testu iucyferazy (30 mi, przechiwywane w t 

 

Idczynnik 

 

St92e 

 

nie 

 

St92enie 

 

kihciwe w 

 

pi肌i2u 

 

Wymagana 

 

iii§5 

 

RPM!- 1640 

 

Bydi9ca 

 

suriwica ー 

 

plidiwa 

 

27ml 

 

10% 

 

3ml 
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刀Prz〕ノgtwanie ro:tworu en z〕ノ11lU 

 

Lio丘lizowany oczyszczony enzym lucyferazy na1e2y rozpu§ci6 w prob6wce, dod痕c 

 

200 tl Tris/HC1 lub HE PES/に1 o s t92eniu 10-100 mlvi (pH 7,5-8,0) zawier可4ceg0 

 

10 % (w/v) glicerolu, podzie1i6 rztw6r enzymu na podwie1okrotno§ci 10 i1 w 

 

jednorazowych prob6wkach o p可emnoSci 1,5 ml i przechowywa6 je w zamra2arce w 

 

temperaturze -80。C . Zamr吃ony roztw6r enzymu nadaje s i9 do uyia przez okres di 6 

 

miesi9cy. Podczas korzystania z roztworu nale2y doda6 i ml pod1o2a do testu 

 

lucyferazy (RPMI-1640 zawierj4cego 10 % bydlcej surowicy plodowej) do ka2de 

 

prob6wki zawierj4c可 roztwory enzymu (rozcieficzony r〕ztw6r enzymu), a prob6wki 

 

nale2y przechowywa5 na lodzie, by zapobiec dezaktywacji e nzym6w. 

 

刃Poniiar bioんminescen可i 

 

Rozmrozi6 odczynnik do testu lucyferazy Tripluc⑧ (Tripluc) i przechowwa6 w 

 

temperaturze pokojowej w la2ni wodnej albo w temperaturze otoczenia. Luminometr 

 

nale2y wl4czy 30 minut przed rozpocz9ciem pomiaru, aby umo2lwi5 s tabi1zaj 

 

fotopowielacza. 100 i1 rozciehczonego roztworu enzymu na1e2y przenie§6 do dolk6w 

 

96-doikow可 czarnej plytki (piaskodennej) (pr6bka referencyjna S L0 do #B1, #B2, 

 

#B3, prbka referencyjna S LR do #D1, #D2, #D3). Nast9pnie za pomoc4 pipety na1e2y 

 

przenie§6 100 jul podgrzanego odczymiika Tripluc do ka2dego dolka plytki 

 

zawieraj4ce go rozciehczony roztw6r enzymu. Plytk9 nale2y wytrz4sa6 przez 10 minut 

 

w temperaturze pokojowej (okolo 25。 C) w wytrz4sarce do plメek.Je2e 1i w dolkach 

 

pojawi4 si9 p9cherzyki powietrza, nale2y je usun46. Plytk9 na1e2y umieSci6 w 

 

luminometrze, aby dokona6 pomiaru aktywo§ci lucyferazy.Bi o1uminescenj9 mierzy 

 

si9 ka2dorazowo przez 3 sekundy zar6wno z zastosowaniem filtra optycznego (Fl), jak 

 

i bez niego (FO). 

 

Wsp6lczyiik transmisji filtra optycznego obliczono w nast9puj4cy s pos6b: 

 

wsp6lczynik transmisji (SL0 (KOR60)) = (#Bl z Fl + #B2 z Fl + #B3 z Fl) / (#Bl z 

 

FO+#B2zF0+#B3 zF0) 

 

Wsp6lczynik transmisji (SLR (KRR60))= (#D1 z Fl + #D2 z Fl + #D3 z Fl) / (#Dl z 

 

FO + #D2 z FO+ #D3 z FO) 

 

lbliczone wsp6lczynniki przepuszczalno§ci wykorzystuje s i9 do wszystkich pomiar6w 

 

wykonywanych przy pomocy tego samego luminometru. 

 

Kontrola jakosci s prz,tu 

 

Nale2v s tosowa6 p rocedurv ovisane w nrotokole IL-8 Luc (18'). 
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Dodatek 3.3 

 

SUBSTANCJE S LUZ4CE DO WYKAZANIA B IEGLOSCI 

 

Przed przyst4pieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku 

 

do metody badawczejB .71 laboratoria powinny wkaza6 s w可4 bieglo§5 techniczn4, 

 

prawidlowo o kre§1可ac prognoz9 testu IL-8 Luc dia 10 substancji wskazanych w tabeli i 

 

oraz o kre§ia4c warto§ci, kt6re mieszcz4 s i9 w odpowiednim zakresie odniesienia, dia co 

 

najmniej 8 z 10 substancji s hi24cych do wykazania bieg1o§ci (wybranych w ceiu 

 

przedstawienia zakresu reakcji na zagro2enia zwi4zane z dzialaniem uczu1痕cym na s k6r9). 

 

Przy wyborze substancji kierowano s i9 r6wie2 n ast9pu4cymi kr界eriami: dost9pno§ci4 

 

handiow4 tych substancji, dost9pno§ci4 wysokiejja kogci danych referencyjnych z badafi in 

 

vivo oraz dost9pno§ci4 wysokiejj ako§ci danych in vitro uzyskanych w wyniku zastosowania 

 

testu IL-8 Luc. W odniesieniu do testu IL-8 Luc mo之na znaie25 r6wnie之 opublikowane dane 

 

referencyjne (6)( 1). 

 

Tabela 1:Su bstan可e zaiccanc do wykazania bieglo§ci tecbnicznej w o diiesieniu do testu IL-8 Luc 

 

Zakres odniesienia 

 

(tg/ml)3 

 

Prognoza 

 

doりcz響 

 

a 'L-8 

 

Luc2 

 

Minimaln 

 

y prig 

 

indukji5 

 

'L-8 Luc 

 

CV054 

 

Prognoza in 

 

vivo 

 

Rozpuszczalnos 

 

przy 

 

20 

 

ぐw 

 

X-VIVO15 

 

st昨eniu 

 

mg/ml 

 

S tan 

 

skupieni 

 

a 

 

Nr 

 

CAS 

 

Substan可e s lu2ace 

 

do wykazania 

 

biegloki 

 

0,5-2,3 

 

4-9 

 

60-250 

 

a1-0A 

 

0,04-0 

 

0,01-0,07 

 

>2 000 

 

Dodatni 2,3-3,9 

 

Dodatni 9-30 

 

Dodatni 250-290 

 

Dodatni 500-700 

 

Dodatni >2 000 

 

>2 000 

 

>2 000 

 

Dodatni 

 

Ujemny 

 

Czyrmik 

 

uzu1a4y 

 

(wyi4tkow 

 

silny) 

 

Czyrmik 

 

uzuia 4cy 

 

(silny) 

 

Czyrmik 

 

uzu1a4y 

 

(w stopniu 

 

umiarkowanym 

 

) 

 

Czyrmik 

 

uzuia 4cy 

 

(w stopniu 

 

umiarkowanym 

 

) 

 

C zynik 

 

uzu1a4y 

 

(slabD 

 

Czyrmik 

 

uzuia 4cy 

 

(slabD 

 

Brak dzialania 

 

uczuiaj 4c ego 

 

Nierozpuszczain 

 

y 

 

Rozpuszczainy 

 

Nierozpuszczain 

 

y 

 

Rozpuszczainy 

 

Nierozpuszczain 

 

y 

 

Nierozpuszczain 

 

y 
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Rozpuszczainy 

 

乙4- 97-
dimtrochlorobenzen 00-7 

 

50-
00-0 

 

149-
30-4 

 

107-
15-3 

 

97-
90-5 

 

140-
67-0 

 

3810 

 

-74-0 

 

Formaldehyd 

 

2-

merkaptobenzotiazo 

 

1 

 

Etyleneodiamina 

 

Dimetakrylan 

 

glikolu 

 

etylenowego 

 

4-aililamizol 

 

(Estragol) 

 

Siarczan 

 

streptomycyny 
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>2 000 >2 000 

 

>2 000 >2 000 

 

切enmy 

 

切enmy 

 

Brak dzialania 

 

uczulaj 4ce go 

 

Brak dzialania 

 

uczulaj 4ce go 

 

Rozpuszczalny 

 

Rozpuszczalny 

 

Ciekly 

 

J 

 

Ciekly 

 

56 

 

81・ 

 

67-
63-0 

 

Glicerol 

 

Izopropanol 

 

Skrt:N r CAS = numer w rejeslTze Lilemical Abstracts Se rvice. 

 

1 sil9 dzialania i vivo o kres1a si9 na podstawie kryteri6w zaproponowanych przez ECETOC (19). 

 

2 Na podstawie bistorycznych wartosci zaobserwowanych (1)(6). 

 

3Wartos6 c VOS i minimalny pr6g indukcji IL-8 Luc obliczono, wyk0rzystu4c wartos5 rozpuszcza1n§ci w wodzie 

 

okres1on4 przy u2yciu EP' s uiteTM. 

 

4 cVOS: minimalne s t92enie, przy kt6rym substancje chemiczne wykazu4 warto§6 Inh-GAPLA poni2可 0,05. 

 

5Minimalny pr6g indukcji: nani2sze s t92enie, przy kt6rym substancja chemiczna spelnia kryteria uzyskania wyniku 

 

dodatniego. 
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Dodatek 3.4 

 

WSKAZNIKI I KRYTERIA OCENY 

 

nIL8LA (nSL0-LA) 

 

Dokonuje si9 pomiaru o kre§1onego kolejnego powt6rzeniaj ( = 1-4) 

 

st92enia i (i = 0-11) odpowiednio dia IL8LA (sLO-LA) 

 

Znormaiizowa4 IL8LA, zwan4 nIL8LA (nSL0-L),o kre§1asi9 

 

nIL8LA1」 = IL8LAり/GAPLA1 

 

Jest to podstawowa jednostka miary w niniejszym te§cie. 

 

Iud-IL8LA (FInSL0-LA) 

 

oraz 

 

okre§1onego kolejnego 

 

GAPLA (SLR-LA). 

 

nast9pu 4co : 

 

Podstawow4 miar9 w niniejszym te§cie stanowi wzrost krotno§ci u§redionego n IL8L 

 

(nSL0-L) dia powt6rzenia o kre§1onego kolejnego s t92enia i w por6wnaniu z u§rednionym 

 

nIL8L (nSL0-L) przy s t92eniu wynosz4cym 0, hd-IL8LA. S tosunek ten wra之as i9 za 

 

pomoc4 nast9pu4cego wzoru: 

 

Ind - IL8LA1 ={( 1/4) X2」n IL8LA1」)/{(1/4) X2」 nIL8LAO」) 

 

Laboratorium wiod4ce zaproponowalo, aby warto§6 1,4 odpowiadala dodatniemu wynikowi 

 

badanej substancji chemicznej. Warto§6 t9 o kre§iono przez zbadanie danych historycznych z 

 

laboratorium wiod4cego. Nast9pnie zesp6l ds. zarz4dzania danymi wykorzystywal t9 

 

warto§6 na wszystkich etapach badania waiidacyjnego. Poczatkowy wynik, Ind-IL8LA, jest 

 

stosuiikiem 2 S rednich arytmetycznych, jak pokazano w r6wnaniu. 

 

95-procentowy przedzial u fno§ci (95 % CI) 

 

Na podstawie tegl wska乞nika mo之 na os zacowa5 95-procentowy przedzial ufno§ci (95 % 

 

C玩 aby pokaza6 pokazuje precyzj9 tego pomiaru pocz4tkowego wyniku. Dulna grafica 95-

procentowego przedzialu ufno§ci wynosz4caと 1 wskazuje na to, 2 e warto§5 nIL8L przy 

 

okre§ionym koiejnym s t92eniu i jest znacznie wi9ksza ni2 w kontroii z rozpuszczalnikiem. 

 

Istnieje kulka sposobbw opracowania 95-procentowego przedzialu ufno§ci. W niniejszym 

 

badaniu wykorzystano metod9 znan4 jako twierdzenie Fieiiera. 95 -procentowy przedzial 

 

ufno§ci uzyskuje si9, korzyst可4c z nast9puj4cego wzoru: 

 

-BーマB2一4Ac -B＋マB2-

2A ' 2A 

 

gdzie 

 

肌 
23 
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一」2 

 

C =y什 t言97S(v) x学, n~ = 4, 

 

Ilて，i 

 

JI 

 

B＝一2×X×弘 

 

ー」2 

 

一 一 bし[n 

 

A=-Lxl一'0.975(v)×ニニ 

 

lii 

 

Xl=(1/nn)×昌nIL8LA1], sd言＝{1ノ（no一1)｝×昌（nL8LA1」一又0)2 

 

与= 4,島 = (1/nyi) x乞」 (nIL8LA1」),s d多1 = {1/(ny] _ i)) X乞」 (nIL8LA1」 _ yl)2 

 

t。 .く‘..' wviiosi 97.5 Dercentvia centraineai rozkladu t nrzv stoDniu swobodv、 i. adzie 

 

v・ノI八vノ ‘ ノ 」 ‘ 、ノ 1 ' 1 "I vJ 、ノ 

 

1=（争警）ノ｛（晋）り(fi一1)+（警）ノ（ny!一i)) 

 

Inh-GAPLA (II-SLR-LA) 

 

Inh-GAPLA jest stosunkiem u§rednionego GAPLA (SLR-LA) dta powt6rzenia o kre§tonego 

 

kolejnego s t92enia i do s t92enia w kontroli z rozpuszczalnikiem,a warto§6 t9 wra2a si9 

 

jako: 

 

Inh一GAPLAi ={(1/4)×易GAP LAij｝ノ｛(1/4) ×易GAPLAoj} 

 

Poniewa2 GAPLA jest mianownikiem nIL8LA, bardzo mala warto§6 powoduje due 

 

zr62nicowanie nI L8L. Diatego te2 warto§ci I nd-IL8L przy bardzo malej warto§ci Inh-

GAPLA (poni之ei Q05) mo2na uzna5 za malo precyzyjne. 
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Dodatek 3.5 

 

SCHEMATMETOD R ZPUSZCZ NIA S UBSTANCJ CHEMICZNYCH W TESC i IL-8 

 

LUC 

 

a) W przypadku substancji chemicznych rozpuszczanych w X~VIV0TI 15 w s t92eniu 20 

 

mg/ml 
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ロ 

 

Jezeli substancja chemiczna jest 

 

rozpuszczalna w X-VIVOTM 15 (analiza 1) 

 

り 

 

� 

 

Romehczy亡 pi,dokrotnk 

 

20mg/mi ] 

 

W5p6tczynnik rozdehczen白 wyno5z,cy 2 

 

り 

 

Roztw6r podstawowy 

 

(4mg/rnリ 

 

ロ白口口日口口口日口口!1 

 

0ロ ぐーーーーーーー一ーーーーーーーーーーーーーーーー1 
1 mg/mi 

 

ロ 

 

2 mg/mi 

 

4mg/mi 

 

ロ 

 

ロ 

 

'.' Doda亡 do zawiesiny kom6rkowe」 w 96-dotkowe」 pfytce (50il:50il) 

 

ロ日ロロヒ」日日日ロロロロ 

 

0ロ くーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー10,5 
mg/mi 

 

ロ 

 

1 mg/mi 

 

2 mg/ml 

 

コ 

 

Ustal najwyzsze s tzenie wyst旦pu」，ce w nas t旦pu」，cych dowiadczeniach 

 

ロ 

 

CVO5; najni之sze s t旦2enie, przy kt6rym lnh-GAPLA 

 

przyjmuje warto虻＜ 0,05 (st92enie roztworu 

 

u 
印 

 

podstawowego x 1/wsp6fzvnnik rozcierczenia (X)) 

 

. . . . . 

 

＋
ーロ 

 

m 
巧 

＼ 
" 

0
5m 

 

<
］
ユ
＜
O
亡
三
 

 

St旦zeme koicowe w dogw旧dczen白ch 2., 3. i 4 

 

心ーーーーーーーーーーーー 

 

Analiza 2, 3 lub 4 

 

kontrola z xVNoTMkontrola z X-VIV0 15 

 

1 mg/mi 4 mg/mi 

 

mg/mi 2 mg/mi D 

 

ロ 

 

' 

 

wsp6tczynnik rmdehczelxWp6tz ik r z z 

 

wyn。5z月cy 1,5] 

 

� 

 

rzcieIczy亡 ] 

 

U 

 

4 x C VO5 (4xs t旦之enie roztworu 

 

podstawowego x 1/X) 

 

日日日日日日日日日日山 

 

i 

 

Dodad do kom6rek w 96-dofkowe」 pfytce (50l:50il) 

 

2 xC VO5 

 

日日日日ピ」ロ日日日日日／ 
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b) W przypadku substancji chemicznych nierozpuszczalnych w X~VIVoTM 15 w s t92eniu 20 

 

mg/ml 

 

Jeieli substancja chemiczna jest nierozpuszczalna 

 

w X-VIVOTM 15 (analiza 1) 

 

U 

 

20 mg/ml 

 

A園相Ilhr'n叫コr十nr園相3,ロ 

 

� 

 

Wirowa亡 j 

 

odwi rowa亡 

 

U 

 

xl[ uP,rツtantI一 、 

 

j[ULIWUI UoU51dWoWy) 

 

ロ白日口白口日百日日口山 

 

xiii 024ロ xi /256ロ 

 

0ロ 

 

xi /512ロ 

 

xi/64ロ 

 

xi/i 28ロ 

 

xiii6ロ xi /4ロ xlロ 

 

x1132ロ xi /8ロ xi /2ロ 

 

l Doda亡 do zawiesiny komdrkowej w 96-d叶kowe」 ptytce (50jiI 

 

ロ日日日日日日日日日日日 

 

xi /2048ロ xi/Si 2ロ 

 

oロ 

 

50 ja I) 

 

xi /2ロ 

 

xi /8ロ 

 

xi/i28ロ xi/32ロ 

 

lstateczne rozderczen厄 

 

xi /4ロ 

 

xi/i6ロ 

 

xi/64ロ 

 

xi/i 024ロ xi/256ロ 

 

ljn注sze s t車enie, przy kt6rym lnh-GAPLA 

 

luje warto虻 <0,05 (st車enie roztworu 

 

Iwego x 1/wsp6{czynnik rozciehczenia (X)) 

 

く
］
ユ
く
。
I
」
C
一
 

 

Stzenに koicowe w dow白dczen白ch 2., 3. i 4 

 

x112048ロ 

 

く・ 

 

0ロ xl/1024ロ 

 

ーーーLーー 

 

1/xロ 

 

Analiza 2, 3 lub 4 

 

kontro伯 Z X~VlVOTMkontrola z X-VIV0 15 

 

x118ロ x112ロ 

 

xl/16ロ xl舛ロ 

 

り 

 

lx 

 

Wsp6iczynnik rozderczen白 

 

ロ 

 

Wyfl0sZ4cy 1,5ロ 

 

U 

 

4 x CVOS (4x stQzenie roztworu 

 

podstawowego x 1/X) 

 

Nl白口口口口日日白口口Ill 

 

, 

Do

da

亡 d

o 

k m。re

k 

w 96

-do

{kowe」 pfytce ( 50

山 :山 

50
)

ー ハー 

 

山11111111ョロ日口口白
／

LXllll ll_しv uつ 

 

527 

 



D060575102 

 

Dodatek 3.6 

 

SCHEMATMETOD R ZPUSZCZNIA BROMKU 4-NITROBENZYLU NA POTRZEBY 

 

kONTROL! DODATNILI W TESC IE 'L-8 LUC 

 

Kontrola dodatnia: bromek 4-nitrobenzylu (nierozpuszczalny w XVV0m 15) 

 

xl /4 

 

xl /4 

 

Supernatant 

 

xl 

 

Dwukrotne rOzCiehCzen厄 

 

く 

 

� 

 

目目目 

 

xl/1G x118 

 

DOda亡dO kOm6rek w dofkach 

 

961dotkowe」 ptytki (50.d : 501) 

 

�ロ 

 

xl/8 

 

xl'32 xl?18 
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Wirowac i 

 

odwirowac 

 

kontrola z X.VIVOTM 

 

15 

 

kontrola z X~VI VOTM 

 

15 

 

U 

 

20 mg/ml 
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9) wc z9§ci C dodaje s i9 nast9pu4ce rozdzialy: 

 

BADANIE RoZRODCZoSCI JEDNEGO POKOLENIA 

 

(MEOGRT) 

 

,,C.52 RoZSZERZONE 

 

RYZANKI JA PONSKIEJ 

 

WPROWADZENIE 

 

1. Niniej sza metida badawcza jest r6wniwa2na metidzie ipisanej w ditycz4ce badah 

 

w外ycznej OECD nr 240 (2015). Rizszerzone badanie jednegi pikilenia ry2anki 

 

japofiskiej (afg. Medaka xtendd one Genertion Test, MEOGR乃 ipisuje kimpleksiw4 

 

me tod9 badawcz4, kt6ra pilega na piddawaniu ryb dzialaniu substancji chemicznych na 

 

przestrzeni kilku pokileh celer uzyskania danych istitnych z punktu widzenia iceny 

 

zagro2enia ekiligicznegi iraz oceny ryzyka stwarzanegi przez substancie chemiczne, w 

 

tyr substancie chemiczne, co di kt6rych podejrzewa si9,2e m ig4 zaburza5 

 

funkcjiniwanie ukiadu hirmonainegi (EDC). Nara2enie w badaniu MEOGRT trwa di 

 

czasu wlgu (kt6ry ma miejsce dwa tygidnie pi zaplidnieniu) w drugim pikiieniu (F2). 

 

Aby uzasadni6 przdatni§6 przedhi2enia pikilenia F2 poza faz9 wyl9gu, konieczne 

 

bylyby dodatkiwe badania; w chwili ibecnej nie ma wystarcza4cych infirmacji, aby 

 

zapewni6 idpowiednie warunki lub kryteria uzasadnia ce przed1uenie pokilenia F2. 

 

Niniej sza metida badawcza mi2e bメ j ednak aktualizowana w miar9 uwzgl9dniania 

 

niwych infirmacji i danych. Na przyklad wメyczne dityczace przed1u2enia pikilenia F2 

 

piprzez rizmna2anie mig4 by6 pitencjalnie u2メeczne w pewnych ikiliczno§ciach (np. w 

 

przypadku substancji chemicznych c harakteryzu4cych si9 wysikim pitencjalem 

 

biikincentracji tub w idniesieniu di kt6rch istnij4 wskazania dityczace wyst9piwania 

 

s kutk6w mi9dzypikoleniiwych w innych taksinach). Nini可sz4 metid9 badawcz4 mi之na 

 

s tosiwa5, aby oceni 5 pitencjalny wplyw diugiterminiwy substancji chemicznych na ryby, 

 

w tyr substancji chemicznych pitencjalnie zaburz可4cych funkcjiniwanie ukiadu 

 

hormonalnegi. W metidzie tej gl6wny nacisk kladzie si9 na pitencjalne skutki istotne dia 

 

pipuiacji (takie jak niekirzystny wpiyw na prze2ywaino§6, rizw, wzrist i rizrodczi§6), 

 

aby ibiiczy6 najw戸sze s t92enie, przy kt6rm nie ibserwuje si9 szkidiiwych zmian, 

 

(NOEC) lub s t92enie efektywne (ECk),c hicia na1e2y zauwa2y6,2e metody ibliczania 

 

ECx rzadko s4 idpiwiednie w przypadku du2ych badah tegi ridzaju, w kt6rch 

 

zwi9kszenie iiczby badanych s t92eh w celu umi2iiwienia ikre§ienia pi24danegi E Cx 

 

ri2e bメ niepraktyczne, ci mi2e r6wnie2 powodiwa6 piwa2ne ibawy zwi4zane z 

 

dibrostanem zwierzt ze wzgt9du na du2a li czb9 wykirzystywanych zwierzt. W 

 

przypadku substancji chericznych niewyrag可4cych iceny na przestrzeni wielu pikilei 

 

tub substancji chemicznych, kt6re nie s4 substanciari chemicznymi pitencjalnie 

 

z aburzaj4cyri funkcjiniwanie ukiadu hirminainegi, bardziej idpiwiednie mig4 by6 

 

jednak inne retody badawcze (1). Ryanka japiiiska jest idpiwiednim gatunkiem do 

 

wykirzystania w ninieiszej retidzie badawczej ze wzgledu na iei kr6tki cyki 2vc ia i 
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mo2 liwo§6 o kre§lenia jej pici genetycznej (2), co stanowi bardzo istotny element w 

 

niniejszej metodzie badawczej. Konkretne metody i punkty koicowe obserwacji 

 

wyszczeg6lnione w niniejszej metodzie badawczej111可a zastosowanie whcznie do 

 

ry2anki ja pohski. Inne gatunki malych ryb (jak np. danio pr9gowan) mo2na 

 

przystosowa6 do podobnego protokolu badah. 

 

2. Niniejsza metida badawcza s hi2y di pimiaru kilku biologicznych punkt6w koiicowych. 

 

Gi6wny nacisk kladzie si9 na potencjalny niekorzystny wplyw na parametry istotne dia 

 

pipulacji, w tyr prze之ywalno§5, rozw可 makroskopowy, wzrost i rozrodczog5. W 

 

nas t9pn可 kii可no§ci - w ceiu dostarczenia infirmacji mechanistycznych oraz 

 

przedstawienia powi4zania mi9dzy wynikami imlych ridza6w badah terenowych i 

 

laboratiryjnych - w przypadku gdy istni可4 dowody a posteriori na to,2e substancja 

 

chemiczna mi2e wkazywa6 dzialanie zaburz可4ce funkcjonowanie ukiadu hirminalnego 

 

(np. dzialanie androgenne lub estrigenne w innych badaniach i testach), uzyskuje s i9 inne 

 

u2界eczne infirmacje, d0k0nu4c pimiaru mRNA witeilogeniny (vtg) (lub bialka 

 

witeligeniny, VTG), fenotypowych drugirz9diwych cech piciowych (SSC) w odniesieniu 

 

di pici genetycznej oraz przeprowadza s i9 oc en9 histopatologiczn4. Nale之y zauwa2y6,2e 

 

je2eli w przypadku badanej substancji chemicznej iub jej metboiit6w nie zachidzi 

 

pidejrzenie dzialania zburz可4cegi funkcjonowanie ukiadu hormonainego, w6wczas 

 

pimiar tych drugorz9dnych punkt6w kohcowych mo2e nie by6 konieczny, a bardziej 

 

odpowiednie mog4 o kaza5 si9 badania, w kt6rych wykorzystuje s i9 mniej zasob6w i 

 

zwierzt (1). De丘ni可e stisowane w niniejszej metidzie badawczej przedstawiono w 

 

dodatku L 

 

ZALOZENIA WsTIPNE I OGRANICZENIA 

 

3. Ze wzgidu na ograniczon4 liczb9 badanych substancji chemicznych i lboratori6w 

 

zaanga2owanych w walidac9 tegl do§6 zlo2onego testu przewidujes i9,2e gdy dost9pna 

 

liczba badah b9dzie wystarcz痕ca do ustalenia wplywu tego nowego projektu badania, 

 

w6wczas metida badawcza zostanie poddana przeghdowi i w razie potrzeby zmieniona w 

 

wietle zdob界ych do§wiadczeit. Dane te mo2na wkorzysta5 na poziomie 5 ram 

 

koncepcyjnych OECD w zakresie badania i oceny substancji zaburz可4cych 

 

funkcjonowanie ukiadu hormonainego (3). Metida badawcza rozpoczyna s i9 id n ara2enia 

 

doroslych ryb (pokolenie FO) na dzialanie badanej substancji chemicznej na etapie 

 

rozmna2ania. Nara2enie jest kontynuowane na etapach rozwoju i rozmna2ania pokoienia 

 

Fl oraz wyi9gu pokolenia F2; w ten s pos6b test pozwaia na o cen9 zar6wno strukturalnych, 

 

jak i aktywacyjnych s ziak6w hormonainych. Podczas interpretacji punkt6w koiicowych 

 

zwiazanych z ukiadem hormonalnym mo2 na prz血6 pode§cie oparte na wadze dowod6w. 
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4. W badaniu na1e2y uwzg19dni6 o dpowiedni4 1iczb9 oso bnik6w, aby zapewni6 wystarcz可4c4 

 

podstaw9 do oceny punkt6w koiicowych istotnych z perspektywy rozmna2ania (zob. 

 

dodatek 3), przy jednoczesnym zapewnieniu,2e liczba wykorzystywanych zwierzt 

 

stanowi minimum wymagane ze wzg19d6w zwiazanych z dobrostanem zwierzt. Ze 

 

rozwazyc 

 

mog4 Juz 

 

wzg19du na du24 1iczb9 zwierz4t u2界ych do badania wa2ne jest, by starannie 

 

kt6re 

 

MEOGRT. Do 

 

potrzeb9 przeprowadzenia badania w odniesieniu do istnie4cyh danych, 

 

zawiera5 istotne informacje na temat wielu punktw kotcowych w badaniu 

 

pewnego stopnia pomocne w tyr zakresie mo g4 by' ramy OECD dotcz4ce badaii 

 

toksyczno§ci u ryb (1). 

 

5. Przediotow4 metod9 badawcz4 opracowano przede wszystkim w celu rozpoznania 

 

s kutk6w dzialania pojedynczej substancji.J e2e1i jednak wymagane jest przeprowadzenie 

 

badania mieszaniny, w6wczas na1e2y rozwa2y6, czy przyniesie ono zadowa1aj4ce wyniki 

 

w odniesieniu do zamierzonego celu regulacyjnego. 

 

6. Wa2ne jest, aby przed rozpocz9ciem badania posiada5 informacje o wla§ciwo§ciach 

 

丘 zykochemicznyh badanej substancj i chemicznej, w szczeg61no§ci aby mo21iwe bylo 

 

tworzenie stabilnych roztwor6w chemicznych. Na1e2y r6wnie2 posiada6 odpowiednio 

 

c zuh metod9 ana lityczn4 na potrzeby wery丘ka可i st92eii badanych substancji 

 

chemicznych. 

 

Z SADA BADA 1NIA 

 

7. Badanie rozpoczyna si9 od na ra2enia dojrzalych piciowo samc6w i samic (co najniniej 12 

 

tygodni po zaplodnieniu) w parach hodowlanych przez okres 3 tygodni, w kt6rym to czasie 

 

badania substancj a chemiczna j est rozprowadzana w organizmie pokolenia rodzicielskiego 

 

(FO) zgodnie z jego zachowaniem toksykokinetycznym. Jaja zbiera si9 w czasie mo2 1wie 

 

n b1i2szym pierwszego dnia czwartego tygodnia na potrzeby rozpocz9cia hodowli 

 

pokolenia Fl. Podczas hodowli pokolenia Fl (14cznie 15 tygodni) ocenia s i9 jego 

 

wy1gowo§6 i prze2ywa1no§6. Ponadto w 9-10 tygodniu po zaplodnieniu pobiera si9 

 

pr6bki ryb na potrzeby o kre§1enia rozwojowych punkt6w kohcowych, a tarlo ocenia si9 

 

przez trzy tygodnie w okresie od 12 do 14 tygodnia po zaplodnieniu. Hodowla pokolenia 

 

F2 rozpoczyna si9 po trzecim tygodniu od oceny rozmna之ania i trwa a2 do zakohczenia 

 

wy1gu. 

 

KRYTERIA W ZNOSCI BADANIA 

 

8. Zastosowanie maj4 nast9puj4ce kryteria wa2no§ci badania: 

 

st92enie tienu rozpuszczonego powinno wyn05i5と 60 % warto§ci nasycenia powietrzer w 

 

trakcie badania; 

 

531 

 



D060575102 

 

§ rednia temperatura wody w calym okresie trwania badania powinna wynosi6 24-26。C . 

 

K r6tkotrwle odchylenia temperatury poszczeg6lnch a kwari6w od§ redni可 nie powinny 

 

przekracza6 2。C ; 

 

§ redni potencjal reprodukcyjny pr6b kontrolnych w ka2dm pokoleniu (FO i Fl) powinien 

 

by6 wi9kszy ni2 20 jaj na par9 dziennie. Plodno§5 wszystkich jaj zlo2onch podczas oceny 

 

powinna wynosi6 pow戸可 80 %. Ponadto 16 s po§r6d zalecanych 24 par hodowlanych w 

 

pr6bie kontrolnej (>65 %) powimio s k1ada5 wi9c可 ni2 20 jaj na par9 dziennie; 

 

w1gowo§6 jaj w pr6bach kontrolnych (w ka2dej z pokolenia Fl i F2) powinna wnosi6 

 

(§rdnio) ? 80 %; 

 

prze2ywa1no§6 po wl9gu do 3 tygodni po zaplodnieniu i od 3 tygodni po zaplodnieniu do 

 

zakoficzenia badania w przypadku pokolenia Fl (tj. 15 tygodni po zaplodnieniu) w 

 

pr6bach kontrolnych (Fl) powinna wynosi6 odpowiednio ? 80 % (§rednio) iと 90 % 

 

(§rdnio); 

 

powinny by6 dost9pne dowody pozw1a4ce wkaza6,之 e s t92enia badanej substancji 

 

chemicznei w roztworze utrzvmano w aranicach士 20 %§ rednich warto§ci vomiarowvch. 

 

Je2e1i chodzi o tempertur9 wody - mimo 2e nie stanowi ona kryterium wano§ci - 

 

kontrpr6by uメe w ramach zabiegu, jak r6wnie2 grupy poddane zabiegowi w badaniu nie 

 

powinny statystycznie r62ni6 s i9 mi9dzy so b4 (pod wzg1dem codziennych pomiar6w 

 

temperatury i z whczeniem kr6tkotrw証ych odchylefi). 

 

9. Chocia2 w grupach o w弾szym stopniu nara2enia mo2na zaobserwowa5 spadek 

 

rozrodczoSci, rozrodczo§5 w grupie co najmniej trzeciej pod wzg1dem stopnia nara2enia i 

 

wszystkich grupach o ni之szym stopniu w pokoleniu FO powimia bメ wystarczj4ca do 

 

wypelnienia inkubator6w wy19gowych. Ponadto prze之ywa1no§5 embrion6w w grupie 

 

trzeciej pod wzg1dem stopnia nara之enia i w grupach o ni之szym stopniu naraenia w 

 

pokoleniu Fl powinna by6 wystarczj4ca do umo21iwienia oceny punktu ko五cowego przy 

 

pobieraniu pr6bek osobnik6w nie w pelni dojrzalych (zob. pkt 36 i 38 oraz dodatek 9). Co 

 

wi9ce, w grupie drugiej pod wzg19dem stopnia nara2enia w pokoleniu Fl prze2ywa1no§6 

 

po w1gu powinna bメ co najmniej na poziomie minimalnym (~20 %). Kryteria te jako 

 

takie nie s tanowi4 kryteri6w wa2no§ci, lecz s4 zaleceniami, kt6re umo21iwia obliczenie 

 

wiaryaodnej warto§ci NOEC. 

 

teri6w wa2no§ci badania skutki tych 

 

a w 

 

ich 

 

wiarygodno§ci wynik6w badania, 

 

10. W przypadku zaobserwowania odchylenia od 

 

odchleh nale2y przeana1izowa6 w odniesieniu 

 

sprawozdaniu z badania nale2y uwzg19dni5 zar6wno takie odchylenia, jak i dotycz4ce 

 

uwagi. 
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Aparatura 

 

11. Zwykly s prz9t laboratoryjny, w s zczeg61no§ci: 

 

) mierniki tienu i pehametry; 

 

b)s prz9t do oznaczania twardo§ci i zasadowoScl wody; 

 

c) odpowiednia aparatura do pomiaru temperatury, zalecane jest stale monitorowanie; 

 

d)zbiorniki wykonane z chemicznie o bj9tnego materiahi o odpowiedniej o b9to§ci w 

 

zale之no§ci od zalecanego o bci42enia i obsady (zob. dodatek 3); 

 

e) waga o odpowiedniej dok1adnogci (ti. dokladno§ci do +0,5 mg). 

 

Woda 

 

12. Jako wod9 do badaii mo2 na s tosowa5 ka之d4 wod9, w kt6re badane gatunki wkazu4 

 

o dpowiedni4 dhigoterminow4 prze2ywalnoS5 i wzrost. Jejja ko§5 w okresie trwania 

 

badania powinna by6 stala. Aby upewni6 siv,2 e woda rozcie1iczj4ca nie b9dzie wplywala 

 

zbytnio na wyniki badania (np. wchodz4c w reakj z badan4 s ubstan喚c hemiczn4) lub 

 

nie b9dzie miala niekorzystnego wplywu na stadi macierzyste,na le2y okresowo pobiera6 

 

pr6bki wody do analizy. Je2eli wiadomo,2 e woda rozcieficzj4ca ma wzg19dnie stahl 

 

jako§'5, nale2y o znacza6, np. ci s ze§5 m iesi9cy, zawarto§6 metali ci92 kich (np. Cu, Pb, Zn, 

 

Hg, Cd i Ni), gl6wnych a nion6w i kation6w (np. Ca2, 1g2+, Na, K, C1ー,s 042), 

 

pestcyd6w, zawarto§6 calkowitego w9g1a organicznego i zawiesin9 o g6ln4. Niekt6re 

 

wla§ciwo§ci chemiczne dopuszczalnej wody rozciehcz喚c可 wymieniono w dodatku 2. 

 

Warto§6 pH wody powinna mie§ci6 s i9 w zakresie 6,5-8,5, lecz w trakcie danego badania 

 

powilina mie§ci5 si9 w zakresie士 0,5 jednostki pH. 

 

Ukiad nara2enia 

 

13. Nie sprecyzowano projektu ukiadu nara2enia ani mteril6w wykorzystywanych w tyr 

 

ukladzie. Do konstrukcji ukiadu badawczego na1e之y u2y6 szkla, stali nierdzewnej lub 

 

innego chemicznie o b可9tnego materialu, kt6ry nie zostal zanieczyszczony podczas 

 

wcze§nieszych badaii. Na potrzeby niniejszego badania dibrze dopasowany ukiad 

 

na ra2enia mo之e s k1ada5 s i9 z ukladu przeplywowego (4)(5)(6)(7)(8)(9)(10)(1 1)(12)(13). 

 

Roztwory do badati 

 

14. Roztw6r podstawowy badanej substancji chemicznejna le2y wprowadzi6 do ukiadu 

 

nara2enia, u之yw可ac odpowiedniej pompy. Przed rozpocz9ciem nara2enia na1e2y 

 

przeprowadzi6 ka1ibracj9 na t92enia przeplywu roztworu podstawowego zgodnie z 

 

analitycznym potwierdzeniem roztwor6w di badati, a podczas badania na1e2y je okresowo 

 

s prawdza6 ob9to§ciowo. ROztw6r do badati w ka2d可 komorze jest odpowiednio cz9sto 

 

wymieniany (np. minimalnie 5 wymian o bj9to§ci na dzieti di 16 wymian o bj9to§ci na 
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dziei lub do na t92enia przeplywu wynoszacego 20 m l/min) w zale2no§ci od s tabi1no§ci 

 

badanej substancji chemicznej i ja koSci wody. 

 

15. Roztwory do badaii o wybranych s t92eniach przygotowuje si9 przez rozciehczenie 

 

roztworu podstawowego. Zaleca si9 przygotowanie roztworu podstawowego przez zwykle 

 

wymieszanie lub zbeltanie badanej substancji chemicznej w wodzie rozciehcz可4c可 w 

 

s pos6b mechaniczny (np. za pomoc4 mieszadla lub u1trad2wi9k6w). Do uzyskania 

 

odpowiednio s t92onego roztworu podstawowego mo2na wkorzysta6 kolumny/ukiady 

 

nasyceniowe lub metody pasywnego dawkowania (14). Nale2y dolo之メ wszeikich s tarait, 

 

aby unikn46 wykorzystania rozpuszczalnik6w lub no§ nik6w, poniewa2: 1) niekt6re 

 

rozpuszczalniki same mo g4 powodowa6 toksyczno§5 lub n iepo24dane albo nieoczekiwane 

 

reakcje, 2) badanie substancji chemicznych, kt6rych rozpuszczaino§6 w wodzie zostaje 

 

przekroczona (co c z9sto ma miejsce w wyniku stosowania rozpuszczalnik6w), mo2e 

 

s kutkowa6 niedokiadnym okreSleniem s t92efi efektywnych, 3) stosowanie 

 

rozpuszczalnik6w w przypadku badai diugoterminowych mo2e s kutkowa6 znacznym 

 

rozrostem biofimu zwi4zanym z aktywno§ci4 m ikroorganizm6w, como之e wplyn46 na 

 

warunki § rodowiskowe, a take na zdolno§5 do utrzymania s t9之enia podczas nara2enia oraz 

 

4) w przypadku braku danych historycznych, kt6re potwierdzilyby brak wplywu 

 

rozpuszczalnika na wynik badania, u2ycie rozpuszczalnik6w wymaga przeprowadzenia 

 

zabiegu z pr6b4 kontroln4 z rozpuszczainikiem, co ma konsekwencje dia dobrostanu 

 

zwierzt, poniewa2 przeprowadzenie badania wymaga u2ycia dodatkowych zwierzt. W 

 

przypadku substancji chemicznych, kt6rych badanie nas tr9cza trudno§ci, rozpuszc zalnik 

 

mo2na zastosowa6 tyiko w o stateczno§ci, a w cdlu wyboru najlepszej metody na ie却 

 

zapozna6 si9 z w界yczn4 OECD nr 23 dotycz4c4 badania toksyczno§ci wodnej trudnych 

 

substancji i mieszanin (Guidance Document on aquatic toxicity testing of difficult 

 

substances and mixtures) (15). Wb6r rozpuszczalnika b9dzie uwarunkowany 

 

wla§ciwo§ciami chemicznymi badanej substancji chemicznej i dost9pno§cia danych 

 

historycznych dotycz4cych wykorzystania tegl rozpuszczalnika.Je2e 1i zastosowane 

 

zostan4 no§niki rozpuszczalnikowe, opr6cz pr6b kontrolnych bez rozpuszczalnika 

 

(ujemnych; z sam4 wod4 rozciehcza4c4) naie2y r6wnie2 oceni6 odpowiednie pr6by 

 

kontrolne z rozpuszczalnikiem. W przypadku gdy nie m o2na unikn45 u2ycia 

 

rozpuszczalnika, a wyst9pue aktywno§6 m ikroorganizm6w (biofiim), zaieca si9 

 

rejestrowanie biofilmu na zbiornik (co najmniej raz w tygodniu) podczas calego badania. 

 

Najlepiej byloby, gdyby s t92enie rozpuszczalnika bylo utrzymywane na stalym poziomie w 

 

pr6bie kontrolnej z rozpuszczainikiem i we wszystkich zabiegach.J e2e1i s t92enie 

 

rozpuszczalnika nie jest utrzymywane na stalym poziomie, do pr6by kontroinej z 

 

rozpuszczalnikiem na1e2y u2y6 jego naw弾szego st92enia w pr6bie badanej poddanej 

 

dzialaniu substancji. W przypadkach gdy u2ywane s4 no§niki rozpuszczalnikowe, 

 

maksymalne st92enia rozpuszczalnika nie powinny przekracza6 100 ii/1 lub 100 mg/l (15), 

 

przy czym zaleca siv, aby st92enie rozpuszczalnika pozostawalo jak nani2sze (np.< 20 
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i1/1), aby unikn46 potencjalnego wpiywu rozpuszczalnika na mierzone punkty koficowe 

 

(16). 

 

Zwierz,ta uzyte do badania 

 

IIうノbbr i utrzymywanie ryb 

 

16. Badanym gatunkiem jest ry2anka japohska, liyzias latipes, z powodu kr6tkiego cyklu 

 

rozwojowego i mo21iwo§cio kre§1enia pici genetycznej. Mimo 2e inne gatunki malych ryb 

 

mo2na przystosowa6 do podobnego protokolu badania, konkretne metody i punkty 

 

koficowe obserwacj i wyszczeg6lnione w niniej szej metodzie badawczej maj 4 zastosowanie 

 

wl4cznie do r2anki japoiiskiej (zob. pkt 1). R2aka ja poiiska latwo rozmna2a s i9 w 

 

niewoli; dost9pne s4 pubiikacje na temat jej hodowi (17)(18)(19) oraz dane z badaii fad 

 

kr6tk0termin0w4 upadkowo§ci4, wczesnym etaper之yc ia i pelnym cykler rozwojowym 

 

(5)(6)(8)(9)(20). Fotoperiod dia wszystkich ryb utrzymuje s i9 w stosunku 16 godzin 

 

§ wiatla do 8 godzin bez dost9pu§ wiatla. Ryby b9d4 karmione 2y wymi iarwami soiowca, 

 

Arteria spp., kt6re w razie potrzeby mo2na uzupelnia6 dost9pnym na rynku pokarmem w 

 

platkach. Dost9pny na rynku pokarm w piatkach na1e2y reguiarnie a na1izowa6 pod k4tem 

 

o becno§ci zanieczyszcze. 

 

17. 0 iie przestrzegane s 4 praktyki gospodarskie, nie wymaga s i9 konkretnego protokolu 

 

hodowlanego. Przykladowo r弾ank9 jap0hsk4 mo2na hodowa6 w zbiornikach o 

 

poemno§ci 2 1 po 240 ryb w fazie larwalnej do 4 tygodnia po zaplodnieniu, a nast9pnie 

 

mo2na j4 hodowa5 w zbiornikach o p可emno§ci 2 1 po 10 ryb do 8 tygodnia po 

 

zaplodnieniu, kiedy to ryby l4czy s i9 w pary hodowlane w zbiornikach o pojemno§ci 2 1. 

 

Akliina'yzacja i wノb6rlァb 

 

18. Badane ryby na1e2y wbra6 z jednego laboratoryjnego stada, kt6re przez co najmniej dwa 

 

tygodnie przed badaniem bylo aklimatyzowane w warunkach ja ko§ci wody i o§ wiet1enia 

 

zb1i2onych do stosowanych w badaniu (uwaga: ten okres akiimatyzacji nie jest okresem 

 

poprzedza4cym nara2enie in situ). Zaleca s i9 pozyskiwanie ryb do badafi z hodowii 

 

wwn4trzlaboratorガnj, poniewa2 wysylka doroslych ryb jest stresuj 4ca i mo之e wp1yn45 

 

na wiargodno§'5 tana. Ryby nale2y karmi5 lanwami solowca dwa razy dziennie przez caly 

 

okres utrzymywania i na etapie naraenia, w razie potrzeby d0karria4c je dost9pnym na 

 

rynku pokarmem w platkach. Uznaje si9,2 e - aby zapewni6 odpowiednie kontrpr6by - do 

 

rozpocz9cia niniejszego badania niezb9dne s 4 co najmniej 42 pary hodowiane (54 pary 

 

hodowlane, j e2e1i wyragane jest przeprowadzenie pr6by kontroinej z rozpuszczalnikier, 

 

c z9§ciowo z powodu braku danych historycznych na poparcie u之ycia wyl4cznie pr6by 

 

kontroinej z rozpuszczalnikiem). Ponadto na1e2y s prawdzi6, czy ka2da z par hodowlanych 

 

z pokolenia FO posiada chromosory XX-XY (ti. zwyczajny zestaw chrorosom6w pici w 
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przypadku ka2d可 pici), aby unikn46 mo2 1iwo§ci uwzg19dnienia protogynicznych samc6 w 

 

z chromosomami XX (zob. pkt 39). 

 

19. Na etapie aklimatyzacji n a1e2y o dnotowywa6§mie rte1no§5 ryb hodowlanych, a po 48-

godzinnym okresie adaptacji stosuje si9 nast9pu4ce kr界eria: 

 

S miertelno§6 przekracza 10 % populacji hodowli w ci4 gu siedmiu dni poprzedza4cych 

 

przeniesienie do ukiadu badawczego: na1e2y o drzuch c ah parti9; 

 

§ miertelno§6 na poziomie 5-10 % populacji hodowli w ci4 gu siedmiu dni poprzedza4cych 

 

przeniesienie do ukiadu badawczego: aklimatyzacja przez siedern dodatkowych dni po 2-

tygodniowym okresie aklimatyzacji; je2e 1i§ mierte1no§5 przekroczy 5 % w c i4gu tych 

 

siedmiu dni, na1e2y o drzuci5 c ah parti9; 

 

§ mierte1no§5 poni2可 5 % populacji w c i4gu siedmiu dni poprzedz痕cych przeniesienie do 

 

ukiadu badawczego:n ale之y zaakceptowa6 parti9. 

 

20. Ryb nie na1e之y 1eczy5 na 之a dna c horob9 w 2-tygodnowym okresie aklirnatyzacji 

 

poprzedza4cym badanie ani w okresie nara2enia i nale2y zupelnie unika6 leczenia c hor6b, 

 

o ile jest to mo21iwe. Ryb przejawia4cych kliniczne objawy choroby nie na 1e2y 

 

wkorzystywa6 do badah. W okresie hodowlanym poprzedz可4cyrn badanie na1e2y 

 

prowadzi6 rejestr obserwacji oraz zabieg6w medycznych o charakterze prewencyjnyrn i 

 

post9powafi terapeutycznych. 

 

21. Etap nara2enia rozpoczyna si9 z wykorzystaniem doroslych ryb wkazuj4cych dymor6zm 

 

plciowy z laboratoryjnego 2 r6dla zwierz4t dojrzalych piciowo, u kt6rych rozpoznano p1e6 

 

genetyczn4, hodowanych w temperaturze 25 + 2。 C. W tygodniu poprzedzj4cyn1 

 

nara2enie ryby nale2y zidentfikowa6 jako potwierdzone samce i samice rozplodowe (ti. 

 

takie, kt6re wydaly 2y we potomstwo). W odniesieniu do calej grupy ryb wykorzystanych 

 

w badaniu zakres poszczeg6lnych mas z podzialem na p1e6 na pocz4tku badania nale2y 

 

utrzyma6 w zakresie士 20 %§ redniej ar界metycznej masy dla tej samej pici. Przed 

 

rozpocz9ciern badania nale之y zwa2y5 podpr6bk9 ryb w celu oszacowania§ rednie masy. 

 

Wybrane ryby powinny by5 w wieku przynajrnniej 12 tygodni po zaplodnieniu, co oznacza 

 

rnasc> 300 rng w przyiadku samic iと 250 mg w vrzvpadku sa mc6w. 

 

PROJEKT BADANIA 

 

Badane s t,2enia 

 

22. Zaleca si9 wykorzystanie pi9ciu st92eii substancji chemicznej oraz pr6b9 kontro1n4 (pr6by 

 

kontrolne). Przy wyborze zakresu badanych s t92eii na 1e2y wzi45 pod uwag9 wszystkie 

 

2 r6dla informacji, w tyr i lo§ciowe za1e2no§ci s truktura-aktywno § 6 (QSAR), podej§cia 

 

przekrojowe z zastosowaniem analogicznych substancji, wyniki badafi na rybach, takich 
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jak testy§mi erte1no§ci ostrej (zob. rozdzial C. i niniejszego zahcznika), kr6tkoterminowy 

 

test rozrodczo§ci ryb (zob. rozdziai C .48 niniejszego z1cznika) oraz inne metody 

 

badawcze, np. opisane w rozdzialachC .15,C .37,C .41,C .47 lub C .49 niniejszego 

 

za14cznika (21)(22)(23)(24)(25)(26), o ile s , dost9pne, lub je2e li to konieczne, informacje 

 

z badania ustal可4cego zakres s t92eh, mo2liwie z uwzg1dnieniem etapu rozmna2ania. W 

 

razie potrzeby badanie ustaia4ce zakres s t92eh mo2na przeprowadzi5 w warunkach 

 

podobnych do tych, w kt6rych przeprowadza si9 badanie ostateczne (pod wzgi9dem 

 

jako§ci wody, ukiadu badawczego, wprowadzania zwierzt). W przypadku gdy konieczne 

 

jest u2ycie rozpuszczalnika i nie 54 dost9pne 2 adne dane historyczne,m o2na 

 

przeprowadzi6 badanie u5ta1a4ce zakres s t92e五 w cdlu okre§lenia stosowno§ci 

 

rozpuszczalnika. N可wysze badane st92enie nie powinno przekracza5 rozpuszczalnogci w 

 

wodzie, 10 mg/i lub 1/10 LC50 po uplywie 96 godzin (27). N可ni之sze st92enie powinno 

 

by6 il-ili-krotnie ni之sze od n w2szego st92enia. U2yie pi9ciu st92eii w niniejszym 

 

badaniu umo之1iwia nie tyiko pomiar zaie2no§ci dawka-odpowied乞, ale r6wnie2 pozwala 

 

okre§1i6 najni2sze st92enie, przy kt6ry obserwuje si9 zmiany (LOEC) i njwysze 

 

st9之enie, przy kt6rym nie obserwuje si9 szkodiiwych zmian (NOEC) - warto§ci te 54 

 

niezb9dne do oceny ryzyka w n iekt6rych programach reguiacyjnych iub jurysdykcjach. Co 

 

do zasady wsp6lczynnik rozstawienia st92eii nominainych badanej substancji chemicznej 

 

pomiedzv sasiadujacymi poziomami zabieg6w wynosi S 3,2. 

 

K《ntrpr6by grup poddanych zabiegowi i pr6b kontrolnych 

 

23. Nale2y u2y6 co najmniejs ze§ciu kom6r badawczych stanowi4cych kontrpr6by na ka2de 

 

badane s t92enie (zob. dodatek 7). Na etapie rzmnaaia (z wyj4tkiem pokolenia FO) 

 

struktura kontrpr6b zostaje podwojona na potrzeby oceny potencj alu reprodukcyjnego, a 

 

ka之da kontrpr6ba zawiera tyiko je dn4 par9 hodowian4 (zob. pkt 42). 

 

24.O pr6cz badanych st92eh n a1e2y r6wnie之 wkona6 pr6b9 kntroln4 z w0d4 rozciehcza4c4 

 

oraz - w razie potrzeby - pr6b9 kontroln4 z rozpuszczainikiem. W pr6bach kontrolnych 

 

na le2y u2y5 podw可n可 iiczby kom6r s tanowi4cych kontrpr6by, aby zapewni6 o dpowiedni4 

 

roc statystyczn4 (ti. w pr6b ach kontroinych naie之y wkorzysta6 co najmniej dwana§cie 

 

kontrpr6b). Na etapie rozmnaania 1iczb9 kontrpr6b w pr6bach kontrolnych podwaja si9 

 

(ti. wykorzystuje si9 minimalnie 24 kontrpr6by, a kada z nich zawiera tylko jedn4 

 

kojarzon4 par9). Po rozma2aniu kontrpr6by kontrolne nie powinny zawiera6 wi9cen i2 20 

 

zarodk6w (ryb). 

 

PROCEDURA 

 

Rozpocz,cie badania 

 

25. Aktywne rozrodczo dorosle ryby wykorzystywane do rozpocz9cia pokolenia FO w badaniu 

 

wybiera si9 wedhig dw6ch kryteri6w: wieku (zwykle powy2e 12 tygodni po zaplodnieniu, 
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ale zaleca si9 nie p62nieni2 16 tygodni po zapiodnieniu) i masy (powinna wynosi6と 300 

 

mg w przypadku samic iと 250 mg w przypadku samc6 w). 

 

badania pary samica-samiec, kt6re s pe1ni可4 pow弾sze warunki, przenosi si9 

 

eze pary do ka2dego ze zbiornik6w kontrpr6by, ti. do dwunastu kontrpr6b w 

 

4tku 

 

edn 

 

26. Na pocz 

 

jako pij 

 

pr6bach kontrolnych i s ze§ciu kontrpr6b w grupie poddanej dzialaniu substancji 

 

chemicznej. Zbiornikom tyr losowo przypisuje s i9 zabieg (np. Ti-TS i pr6ba kontrolna) i 

 

kontrpr6b9 (np.A -L przypisuje s i9 do pr6b kontrolnych, a A -F przypisuje s i9 do zaieI 

 

a nast9pnie umieszcza si9 je w ukladzie na ra2enia, zapewnij4c odpowiedni przeplyw 

 

ka之dego ze zbiornik6w. 

 

Warunki narazenia na dzialanie substancji 

 

27. Peine streszczenie parametr6w i warunk6w badaii mo2na znale25 w dodatku 3.S tosowanie 

 

s i9 di tych s pecy丘ka可i powinno pozwoli6 uzyska6 ryby z pr6by kontrolnej, kt6rych 

 

warto§ci punkt6w koicowych sa podobne di tych wymienionych w dodatku 4. 

 

28. W trakcie badania nale2y dokonywa6 pomiar6w rozpuszczonego tlenu, PH i temperatury w 

 

co najmniej jednym naczyniu di badania ka2de grupy poddawanej dzialaniu substaneji i w 

 

pr6bie kontrolnej. Z wj4tkiem temperatury, pomiar6w tych nale2y dokonywa6 

 

przynajmniej raz w tygodniu przez caly okres nara2enia.S rednia temperatura wody 

 

powinna wyn0si6 id 24-26 oc przez caly okres trwania badania. Temperatur9 na1e2y 

 

m ierzy5 codziennie przez caly okres na ra2enia. Warto§6 pH wody powinna mie§ci6 s i9 w 

 

zakresie 6,5-8,5, lecz w trakcie danego badania powinna m ie§ci5 si9 w zakresie士 0,5 

 

jednostki pH.Ko ntrpr6by u2昇e w ramach zabiegu, jak r6wnie2 grupy poddane zabiegowi 

 

w badaniu nie powinny statystycznie r62ni5 s i9 mi9dzy so b4 (pod wzgl9dem codziennych 

 

pomiar6w temperatury i z whczeniem kr6tkotrw証ych odchylefi). 

 

Czas nara2enia 

 

29. w ramach badania ryby zdolne do rozmna2ania z pokolenia FO nara之a s i9 na dzialanie 

 

substancji przez okres trzech tygodni. w 4 tygodniu, okolo 24. dnia badania, ustanawia s i9 

 

pokolenie Fl, za§ pary hodowlane z pokolenia FO u§mierca si9 w s pos6b humanitaruy i 

 

odnotowuje s i9 ich mas9 i dlugo§6 (zob. pkt 34). Nast9pnie pokolenie Fl nara之asi9 na 

 

dzialanie substancj i przez kolejne 14 tygodni (l4cznie 15 tygodni w przypadku Fl), a 

 

pokolenie F2 nara2a s i9 przez dwa tygodnie, do czasu wy1gu. Zasadniczo l4czny czas 

 

trwania badania wynosi 19 tygodni (ti. di czasu wy1gu pokolenia F2). Harmonogramy 

 

badania przedstawiono w tabeli 2, a bardziejs zczeg6lowe informacje na ten temat mo2na 

 

zna1e26 w dodatku 9. 

 

Schemat 2y wienia 
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30. Ryby mo2na bez o graniczeh kari6 solowcami Jr telnia spp. (24-godznnyml larwami), 

 

dokari可4c w razie potrzeby dost9pnym na rynku pokarmem w platkach. Dost9pny na 

 

rynku pokarm w platkach n a1e2y regularnie oc enia6 pod ktem o becno§ci zanieczyszczeh, 

 

takich jak pestycydy chloroorganiczne, wie1opier§cieniowe w9g1owodory aromatyczne 

 

(WWA), polichiorowane bifenyle (PCB). Na1e2y unika6 pokarr6w o podw戸szonj 

 

zawarto§ci zwi4zk6w e ndokryltie czynnych (ti. fitoestrogen6w), kt6re moglyby zakh5ci6 

 

reak可9 w trakcie badania. Niezjedzony pokarm i odchody na le2y usuwa6 z naczy 

 

badawczych wedlug potrzeby, np.os tro2nie c zyszcz4c dno ka2dego zbiornika za pomoc4 

 

syfonu.Scl any i dno ka2dego zbiornika na1ey r6wmez c zy§ci6 raz lub dwa razy w 

 

tygodniu (np.s kr0bi4c s zpatu1k4). Przykladowy schemat2y wienia mo2na znale26 w 

 

dodatku 5.C z9stot1iwo§6 karmienia za1e2y od liczby ryb w ka2d可 kontrpr6bie. A zatem 

 

c zcstotliwo§6 karmienia zmniejsza siv.ie2e 1i w kontrpr6bie wystepuje§mie rtelno§5. 

 

lznaczenie i pomiary analityczne 

 

31. Przed rozpocz9ciem okresu nara2enia na1e2y upwni6 si9 ,2e system podawania substancji 

 

chemicznej dziala prawidlowo. Na1e2y ustali6 wszystkie potrzebne metody analityczne, w 

 

tyr zgromadzi6 dostateczn4 wiedz9 na temats tabi1noSci substancji chemicznej w ukladzie 

 

badawczym. W trakcie badania st9之enia badanej substancji chemicznej oznacza si9 w 

 

odpowiednich o dst9pach czasu, najlepiej co najnmiej raz na tdzieii w jednej kontrpr6bie z 

 

kade grupy poddanej zabiegowi, co tdzieii zmienia c kontrpr6by w ramach tej sarei 

 

grupy poddanej zabiegowi. 

 

32. W trakcie badania na1e2y w odpowiednich o dst9pach czasu s prawdza6 nat92enie 

 

przeplyw6w rozciehcza1nika i roztworu podstawowego (np. co najmniej trzy razy w 

 

tygodniu). Zaleca siv, aby wyniki byly oparte na mierzonych s t92eniach.J e2e1i jednak 

 

s t92enie badanej substancji chemicznej w roztworze mo2na z powodzeniem utrzy ywa6 w 

 

zakresie 士 20 %§ rednich zmierzonych warto§ci przez caly okres badania, w6wczas wyniki 

 

mog4 opiera5 s i9 albo na warto§ciach nominalnych, albo na warto§ciach zmierzonych. W 

 

przypadku substancji chemicznych, kt6re wyra乞nie o dkladj4 s i9 w rybach, badane 

 

s t92enia mog4 male5 wraz ze wzrostem ryb. W takich przypadkach zaleca s i9 

 

dostosowanie tempa wymiany roztworu do badaii w ka2dej komorze w taki s pos6b, aby 

 

badane st92enia pozostaly mo2liwie jak najbardziej stale. 

 

Obserwaげe ipomたrp"nkt6w k尻cw'h 

 

33. Pomiar punkt6w koiicowych obejmuje potencial reprodukcyjny, plodno§'5, wy19g, wzrost i 

 

prze2ywalno§6, kt6re to warto§ci wykorzystuje s i9 do oceny mo2 1iwych s kutk6w na 

 

poziomie populacji. Na1e之y r6wnie2 codziennie dokonywa5 obserwacji zachowania, a 

 

wszelkie nietypowe zachowania nale2y o dnotowywa6. Inne mechanistyczne punkty 

 

koiicowe o b可ru4 poziom mRNA vtg z w4troby lub poziom bialka VTG wedlug testu 

 

imrunologicznego (28), fenotypowe markery plci, takie jak charakterystyczne brodawki 
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pletwy odb界owejsamc6 w, histologiczn4 oce n9 pici gonadalnej i histopto1ogiczn4 oce n9 

 

nerki, w4troby i gonady (zob. wykaz punkt6w koticowych w tabeli 1). Wszystkie te 

 

konkretne puiikty koicowe ocenia si9 w kontek§cieo kre§1ania pici genetycznej jednostki 

 

na podstawie o becno§ci lub braku genu dry, determinu4cego ple6 m9sk4 u r2anki 

 

j a pohski可 (zob. pkt 41). Ponadto ocenia s i9 r6wnie2 czas do tana. Co wi9c, 

 

wkorzystu4c 1iczb9 brodawek pletwy odb界owej doo kre§1enia poszczeg6lnych ry2anek 

 

ja pohskich jako fenotypowych samc6 w albo samic, mo2na o b1iczy5 priste fenotypowe 

 

proporcje pici. Od niniejszej metody badawczej nie oczekuje si9 wykrycia niewielkich 

 

o dch皿eii id przewidywanego stosunku pici, poniewa2 wzgl9dnie niewielka iiczba ryb 

 

przypadj4ca na kontrpr6b9 nie b9dzie miala wystarczj4c可 mocy statystycznej. Ponadto 

 

podczas oceny histopatologicznej bada si9 gonad9 i przeprowadza s i9 du2o bardziej 

 

zaawansowane analizy na potrzeby oceny fenitypu gonad w kontek§cie pici genetycznej. 

 

34. Podstawowym celer niniejszej metody badawczej jest ocena istotnych dla populacji, 

 

potencjalnych s kutk6w dzialania badanej substancji chemicznej. Mechanistyczne punkty 

 

koiicowe (VTG, ssC i niekt6re histopatoiogiczne efekty na gonadach) mog4 r6wnie之 

 

pom6c w o kre§leniu, czy kt6ry§ ze s kutk6w powstaje w wyniku zaki6cenia 

 

funkcjoniwania ukiadu hirminainego. Wpiyw na piwysze mechanistyczne punkty 

 

koiiciwe m ig4 jednak mied r6wnie2 tiksyczno§6 o g6lnoustnjowa i inne tiksyczni§ci. W 

 

zwi4zku z tyr s zczeg6iiwe ocenie mo2na r6wnie2 podda6 badanie histopatoiogiczne 

 

w4troby i nerek, aby lepiej zrozumie5 reakcje w mechanistycznych punktach koitciwych. 

 

J e2eli jednak te s zczeg6liwe oceny nie s4 przepnowadzane, nale2y mimo to idnotowa6 i 

 

zg1osi6 powa之ne nieprawidliwo§ci zaibserwowane przypadkowo podczas iceny 

 

histopatoiogicznej. 

 

Humanitarne u'miercanie ryb 

 

35. Pi zakoiczeniu nara2enia pikolenia FO i Fl na dzialanie substancji i przy pibieraniu 

 

podpr6bek ryb nie w pelni dojrzalych ryby naie2y podda5 eutanazji, pod可4c im 

 

odpowiednie i lo§ci roztworu§ nidka znieczulaj4c ego (np. metanosulfonioanu tnikainy, 1S - 

 

222 (nr CAS 886-86-2), 100-500 mg/i) zbufonowanego 300 mg/i NaHCO3 (wodorow9glan 

 

sodu, nr CAS 144-55-8) w celu zmniejszenia podra2nienia blony§ luzow可. Je2e li ryby 

 

wkazu4 oznaki znacznego cierpienia (bardzo powa2nego, a ich§ mier6 mo2 na 

 

wiarygodnie przewidzie6) i uznaje s i9 je za konj4ce, zwierz9ta nale2y znieczuli6 i podda6 

 

eutanazji mraz traktowa6 jako przypadki§ miertelne do cei6w analizy danych. W przypadku 

 

poddania ryby eutanazji z piwidu choroby naie2y to o dnotiwa5 i zglosi6. W zaie2no§ci id 

 

morentu badania, w kt6rym rb9 poddaje s i9 eutanazji, zwierz9 mo2na zachowa6 na 

 

potrzeby analizy histopatiiogicznej (utrwai可4c rb9 na potrzeby ewentuainego badania 

 

histopatoiigicznego). 

 

Pstpwanた zjajam万rb am わ1ゾ1lzi larwalnej 
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Pobieranie ja] od par hodowたnych w ceん utworzenia nast翌meg POklenia 

 

36. Pobieranie jaj ma miejsce pierwszego dnia (lub w ci4 gu pierwszych dw6ch dni,je§ 1i to 

 

konieczne) 4 tygodnia badania, aby prz可§6 z pokolenia FO do pokolenia Fl, oraz 18 

 

tygodnia badania, aby prz可§6 z pokolenia Fl do pokolenia F2. 18 tdzieh badania 

 

odpowiada doroslym rybom w pokoieniu Fl, 15 tygodni po zaplodnieniu. Wa2ne jest 

 

usuni9cie wszystkich jaj z ka2dego zbiornika na dzieh przed rozpocz9ciem pobierania, aby 

 

upewni5 sig,2e wszystkie jaja pobrane od pary hodowlanej pochodz4 z jednego tana. Po 

 

tarie samice ry2anki japotski可 niekiedy transportuj4 jaja przyczepione w pobii2u kloaki 

 

do czasu, gdy mo2iiwe b9dzie z1o2enie ich na pod1o2u.Je§ li w zbiorniku nie ma podlo2a, 

 

jaja mo2na znaie26 na samicy albo na dnie zbiornika. W zale2nogci od umiejscowienia jaj 

 

n aie2y je os tro2nie zdj46 z samicy albo pobra6 z dna zbiornika przy pomocy syfonu - w 4 

 

tygodniu badania w przypadku pokolenia FO i w 18 tygodniu badania w przypadku 

 

pokolenia Fl. Przed nozmieszczeniem w komorach iiikubacyjnych wszystkie jaja pobrane 

 

w ramach zabiegu nale之v umie§ci6 razem. 

 

j. N a1ezy usun4C wst9gi o taczj4ce zlozone jaja, Ktore s p司司4 je ze so b4. Laplotn1one jaja 

 

(do 20) pobiera si9 od kadj pary hodowianej (1 para na kontrpr6b), gromadzi sl9 je 

 

wedlug zabiegu i systematycznie rozmieszcza w odpowiednich komorach inkubacyjnych 

 

(dodatki 6 i 7). Za pomoc4 dobrejj ako§ci mikroskopu stereoskopowego mo2na dostrzec 

 

oznaki wczesnego zaplodnienia/nozwoju, takie jak podniesienie oslony j ai owej (chonionu), 

 

trwaj4cy podzial kom6rkowy czy tworzenie s i9 biastuli. Komory inkubacyjne mo之na 

 

umie§ci5 w oddzielnych ,,akwariach inkubacyjnych" utworzonych na potrzeby ka2dego 

 

zabiegu (w kt6rm to przypadku w akwaniach tych nale2y m ierzy5 parametryj ako§ci wody 

 

is t9之enia badanych substancji chemicznych) lub w akwarium s tanowi4cym kontrpr6b9, w 

 

kt6rym b9d4 zn可dowa5 si9 wykiute larwy (np. eleutenoembniony). W przypadku 

 

konieczno§ci pobrania jaj kolejnego dnia (23. dzieh badania) wszystkie jaja zebrane w 

 

c i4gu dw6ch dni nale2y umie§ci6 razem, a nast9pnie systematycznie rozmie§ci6 w kadj z 

 

kontnpr6b Doddawanych zabieaowi. 

 

Hodowanie珂 do czasu wノlgu 

 

38. Zaplodnione jaja s4 stale wstnz4sane, np. w inkubatonze do jaj za pomoc4 p9cherzk6w 

 

powietrza lub poprzez wpnowadzanie inkubatora jaj w pionowy ruch wahadlowy. 

 

S miertelno§6 zaplodnionych jaj (zanodk6w) sprawdza s i9 i odnotowuje codziennie. Martwe 

 

jaja usuwa s i9 z inkubator6w (dodatek 9). W s i6dmym dniu po zaplodnieniu wstrz4sanie 

 

wstrzymuje s i9 lub ognanicza, aby zaplodnione jaja osiadly na dnie inkubatora.S przガa to 

 

wyl9ganiu, kt6re ma miejsce zazwyczaj nast9pnego dnia lub w c i4gu dw6ch dni. W 

 

odniesieniu do kadego zabiegu i ka2dej pr6by kontrolnej nale2y z1iczy6 (w pohczonych 

 

kontnpr6bach) wylg (milde lanwy; eleutenoembriony). Zapiodnione jaja, z kt6rych miode 

 

nie wykiuly si9 po uplyni9ciu dwuknotno§ci mediany dnia wyi9gu w pr6bie kontrolnej 

 

(zazwyczaj 16 lub 18 dnia po zaplodnieniu), uznaje si9 za niezdolne do 2y cia i odrzuca. 
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39. Dwana§cie w1g6w przenosi s i9 do ka2dego zbiornika z kontrpr6b4. Wy19g z kom6r 

 

inkubacyjnych laczy si9 i systematycznie rozmieszcza w zbiornikach z kontrpr6b4 

 

(dodatek 7).Mo2na tegl dokona6 poprzez losowy dob6r wy19gu z puhi przeznaczlnej dl 

 

zabiegu i p62ni可sze losowe dodawanie wy19gu do akwarium z kintrpr6b4.Ka2 dy zbiornik 

 

powinien zawiera6 r6wn4 1iczb9 (f = 12) wykiutych larw (maksymalnie 20 larw na ka2d 

 

zbiornik). Je2e hi hiczba oso bnik6w w wy19gu nie jest wystarcza4ca, by wypelni6 wszystkie 

 

kontrpr6by poddawane zabiegowi, zaleca si9, aby jak n jwi9cj kontrpr6b zawierahi 12 

 

oso bnik6w z w19gu. Wl9g mo2na bezpiecznie przenosi6 za POmOc4 szklanych pipet o 

 

du2ych otworach. Wszelkie didatkiwe osobniki w wy19gu u§mierca si9 w s pos6b 

 

humanitarny, podj4c S rodek znieczu1j4cy. W c i4gu kilku tygodni poprzedzjcyh 

 

ustanowienie par hodowlanych na1e2y o dnotowa6 dzieii, w kt6rym zaobserwiwani 

 

pierwsze tarli w ka2dei kontrpr6bie. 

 

Ustanawianie par hodowlanych 

 

Zlakwanie przez o bcinanie pletw i o krglnie pici gene加Jz1ダ 

 

40. 0kre§lenie pici genetycznej za pomoc4 znakowania poprzez obcinanie pletw wykonujes i9 

 

w 9-10 tygodniu po zaplodnieniu (ti. 12-13 tydzieii badania w przypadku pokolenia Fl). 

 

Wszystkie ryby w zbiorniku znieczula s i9 (korzystj4c z zatwierdzonych metod, np. 

 

IACUC) i z kohca pletwy ogonowej po stronie grzbietowej albi brzusznej od ka2dj ryby 

 

pobiera s i9 niewie1k4 pr6bk9 tkanki w celu o kre§1enia pici genetycznej osobnika (29). 

 

Ryby z kontrpr6by mo2 na trzyma6 w malych sadzach, w miar9 mo2 1iwo§ci po jednej na 

 

sa dz9, w zbiorniku z kontrpr6b4. Ewentualnie w ka2dej sadzy mo2 na trzyma6 dwie ryby, 

 

j e2eli mo2 na je od siebie o dr62ni6. J edn4 z metod rozr62nienia jest przeci9cie pletwy 

 

ogonowej (np. na brzegu po stronie grzbietowej lub brzusznej) podczas pobierania pr6bki 

 

tkanki' 

 

41. Pled genetyczn4 r2anki japofiskiejo kre§la s i9 za pomoc4 zidentyfikowanego i 

 

zsekwencjonowanego genu (dry), kt6ry znajduje s i9 na chromosomie Y. 0becno§6 geny 

 

dry wskazuje,2e osobnik posiada chromosomy XY nieza1e之nie od fenotypu, natomiast 

 

brak genu dry wskazuje,之e osobnik posiada chromosomy XXn iezahe之nie od fenotypu 

 

(30); (31). Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) pobierany jest z kadego o dci9tego 

 

fragmentu pletwy, a o becno§6 genu dry lub jego brak mo2na, korzystj4c z metod 

 

laiicuchowj reakcji pohimerazy (PCR) (zob. dodatek 9 do rozdzialuC .41 niniejszego 

 

zalacznika lub dodatki 3 i 4 w (29'). 

 

Ustanawianie Par加dowiaiりノc1i 

 

si9 do ustahenia par hodowhanych 

 

roze 

 

dniu 

 

fenotypu zewn9trznego, kt6ry 

 

42. Informacj e na temat pici genetycznej wykorzystuj e 

 

posiadaj4cyc h chromosomy XX-XY niezale2nie od 

 

dzialanie badanej substancji chemicznej. W 
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nast9pu4cym po o kre§1eniu pici genetycznej ka2d可 ryby z ka2d可 kontrpr6by losowo 

 

wybiera si9 dwie ryby posiad喚ce chromosomy XX i dwie ryby posiad可4ce chromosomy 

 

XY i ustanawia si9 dwie pary hodowlane posiad可4ce chromosomy XX-XY.Je2e l 

 

kontrpr6ba nie zawiera dw6ch ryb posiad可4cych chromosomy XX albo XY, nale2y 

 

pozyska6 o dpowiedni4 rb9 z innych kontrpr6b w ramach zabiegu. Priorytetem jest, aby w 

 

ka2dym zabiegu i w ka2de pr6bie kontrolnej (24) znajdowala s i9 zalecana liczba 

 

kontrpr6b zawierajqcych pary hodowlane (12). Przy ustanawianiu par hodowlanych 

 

wyklucza s i9 ryby posiad可4ce oczywiste nieprawidlowo§ci (problemy z p9cherzem 

 

plawnym, deformacje kr9goslupa, ekstremalnie r62ni4ce s i9 pod wzg19dem rozmiaru itp.). 

 

Na etapie rozmna2ania pokolenia Fl ka2dy zbiornik z kontrpr6b4 powinien zawiera6 tylko 

 

jedn4 par9 hodow1an4. 

 

Pobieranie pr6bek od oso bnik6w nie w pelni dojrzalych i ocena punkt6w koiicowych 

 

Pobieranie p肋bek od lr b nie bgdqc〕ノch parami hodowん1lJ/11li 

 

43. Po ustanowieniu par hodowlanych ryby niewybrane do dalszej hodowli u§mierca s i9 w 

 

s pos6b humanitarny w 12-13 tygodniu badania (pokolenie Fl) w celu pomiaru pukt6w 

 

kohcowych osobnikw nie w pelni dojrzalych. Niezwykle wa2ne jest przenoszenie ryb w 

 

taki s pos6b, aby nadal mo2na bylo okre§li6 ple6 genetyczn4 ka2dej ryby wybranej do pary 

 

hodowlanej. Wszystkie zebrane dane analizuje s i9 w kontek§cie pici genetycznej danej 

 

ryby.K a2d4 ryb9 wykorzystuje s i9 do pomiaru r62nych punkt6w kohcowych, w tyr: do 

 

okre§1enia wska2nik6w prze2ywa1no§ci ryb miodych / nie w pelni dojrzalych (7-12/13 

 

tdzieii badania (pokolenie Fl)), wzrostu dhigo§ci Ue2e1 p1etw9 ogonow4 s kr6cono w 

 

zwi4zku z pobieraniem pr6bek na potrzeby analizy pici genetycznej,m o2na zmierz 

 

dlugo§5 s tandardow4. D1ugo§5 ca lkowit4 mo之na zmierzy5,je之e 1i jako pr6bki pobrano tylko 

 

c z9§5 pletwy ogonowej, po stronie grzbietowej lub brzusznej, na potrzeby o kre§lenia 

 

o becno§ci genu dry) i masy ciala (ti. mokrej masy, osuszone na bibule), vtg mRNA 

 

w4troby (lub VTG) i brodawek pletwy odb界owej (zob. tabele 1 i 2). Na1e之y pami9ta6,2 e 

 

warto§ci mas i dlugo§ci par hodowlanych s4 r6wnie2 potrzebne do obliczenia§ redniego 

 

wzrostu w eroie ooddanej zabieaowi. 

 

Pobierm ie P肋bek tkanek i Pomiar witellogeniny 

 

44. Wtrob9 wycina s i9 i nale2y j4 przechowywa6 w temperaturze S -70 oc do czasu 

 

wykonania pomiar6w vtg mRNA (lub VTG). 0gmn ryby, w tyr pletw9 odb界ow4, 

 

przechowuje s i9 w odpowiednim utrwalaczu (np. Davidsona) lub fotografuje w taki 

 

s pos6b, aby p62nijm o2na bylo policzy6 brodawki pletwy odbメowej. W razie potrzeby w 

 

tyr czasie mo2na pobiera6 i przechowywa6 pr6bki imiych tkanek (np. gonad). S t92enie 

 

VTG w w4trobie nale2y oznaczy5 ilo§ciowo za pomoc4 homologicznej metodyE LISA 

 

(zob. procedury zalecane w odniesieniu do r2anki japohskiej - w dodatek 6 do rozdzialu 

 

c.48 w niniejszym zhczniku). Ewentualnie mo2na s korzysta6 z metod oznaczania 

 

543 

 



D060575102 

 

i1o§ciowego mRNA vtg, ti. ekstrakcji mRNA genu vtg I z pr6bki wtroby oraz oznaczenia 

 

ilo§ciowego liczby kopij genu vtg I (przyp ad喚cych na nanogram calkowitego mRNA) 

 

metod4 i 1o§ciowego PCR (29),o kre§1onych przez A gen可9 lchrony S rodowiska s tan6w 

 

Zjednoczonych. Zamiast o kre§lania liczby kopij genu vtg w grupie kontrolnej i grupie 

 

poddanej zabiegowi mo2na zastosowa6 metod9 bardziej korzystn4 pod wzg19dem zasob6w 

 

i rrmiej trud4 z technicznego punktu widzenia,j ak4 jest o kre§lenie wzgl9dnej 

 

(wie1okrotno§ci) zmiany ekspresji genu vtg I w grupie kontrolnej i grupie poddanej 

 

zabieaowi. 

 

Drgrzダdwe cechy piciowe 

 

45. W normalnych warunkach jedynie dojrzale piciowo samce ry2anki j apoiiski可 mj4 

 

brodawki, kt6re rozwiaj4 si9 jako drugorz9dowa cecha piciowa na plメkach hcz4cych 

 

ni ekt6re promienie pletwy odbytowej,s tanowi4c potencjalny biomarker zaurzeh 

 

funkcjnowania ukladu hormonalnego.Me tod9 liczenia brodawek pletwy odb界owej (liczby 

 

pl界ek hcz4cych posiadj4cych brodawki) przedstawiono w dodatku 8. Liczb9 brodawek 

 

pletwy odbytowej przypada4cych na osobnika wykorzystuje si9 r6wnie之 do klasy丘kai 

 

tegl osobnika jako sarca lub samicy pod wzgl9der fenotypowych cech zewn9trznych do 

 

cel6 w obliczenia prostych proporcji pici w kontrpr6bie. R2ank9 japoiiska posiad可4c4 

 

dowo1n4 1iczb9 brodawek wi9ksz4 ni2 O o kre§la si9 jako sarca; r2ank9 ja pohsk4 

 

Dozbawilna brodawek Dletwv odbvtowei o kre§1a sie jako samice. 

 

Ocena potencjalu reprodukcyjnego i plodno§ci 

 

46. Potencial reprodukcyjny i plodno§6 ocenia s i9 w okresie od 1. do 3. tygodnia badania w 

 

pokoleniu FO oraz w okresie od 15. do 17. tygodnia badania w pokoleniu Fl. Jaja pobiera 

 

s i9 od ka2dej pary hodowlanej ka之dego dnia przez 21 nast9pu4cych po sobie dni.K adego 

 

ranka jaja delikatnie zdejmuje si9 ze ziapanych saric lub pobiera s i9 przy pomocy syfonu 

 

z dna akwarium. W odniesieniu do kade pary hodowlanej w kontrpr6bie codziennie 

 

odnotowuje si9 zar6wno potencial reprodukcyjny, jak i plodno§5. Potencial reprodukcyjny 

 

okre§1a s i9 jako 1iczb9 zlo2onych jaj, natomiast plodno§6 funkcjonalnie o kre§1a s i9 jako 

 

iczb9 jaj zaplodnionych i zdolnych do prze2ycia w momencie liczenia. Liczenie na1e2y 

 

przeprowadzi6 jak najszybciej po zebraniujaj. 

 

47. Codziennie odnotowuje s i9 potencial reprodukcyjny kontrpr6by, kt6ry rozumie s i9 jako 

 

1iczb9 jaj przypad可4cych na par9 hodow1an4 i kt6ry analizuje si9 za pomoc4 zalecanych 

 

procedur statystycznych z wykorzystaniem § rednich kontrpr6b. Plodno§6 kontrpr6by to 

 

suma liczby zaplodnionych jaj z1o2onych przez par9 hodow1an4 podzielona przez s um 

 

liczby jaj zlo2onych przez t9 par9.S tatystycznie plodno§6 analizuje s i9 jako stosunek 

 

przypadaj 4cy na ka2d4 kontrpr6b9. W1gowo§6 kontrpr6by to liczba osobnik6w w wy19gu 

 

podzielona przez 1iczb9 badanych zarodk6w (zazwyczaj 20).S tatystycznie wy19gowo§6 

 

analizuje s i9 jako stosunek przypadajacy na ka2da kontrpr6b9. 
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Pobieranie pr6bek od osob nik6w doroslych i ocena punkt6w kohcowych 

 

Pobiern ie P肋bek odPar hodowた1り'chクb 

 

48. Po uplywie 17. tygodnia badania (ti. po pomy§1nym utworzeniu pokolenia F2) osobniki 

 

dorosle z pokolenia Fl u§mierca s i9 w s pos6b humanitarny i ocenia s i9 r62ne punkty 

 

kohcowe (zob. tabele 1 i 2). Na potrzeby oceny brodawek pletwy odb界owej tworzy s i9 

 

obraz pletwy odbメowej (zob. dodatek 8) lub na potrzeby p62ni可szego liczenia brodawek 

 

0gon odcina si9 tu2 za k1oak4 i utrwala si9 go. W razie potrzeby w tyr czasie mo2 na 

 

pobra6 pr6bki z c z9§ci pletwy ogonowej i zachowa6 je do ce l6w wer丘ka可i pici 

 

genetycznej (dy). W razie potrzeby mo2 na pobra6 pr6bk9 tkanki na potrzeby powt6rzenia 

 

badania na o becno§6 genu dy, aby zwery丘kowa6 p1e6 genetyczn4 konkretnych ryb. Przed 

 

zanurzeniem calego ciala w utrwalaczu na1e2y otworzy5 jam9 ciala, aby umo21iwi5 

 

perfuzj odpowiednich utrwalaczy (np. Davidsona). Je之e 1i natomiast przed utrwaleniem 

 

wykonano odpowiednie dzialania nl aj4ce zapewni6 przenika1no§6, nie ma potrzeby 

 

otwierania iamy ciala. 

 

Histopatologja 

 

49.Ka2 d4 rb9 poddaje s i9 ocenie histologicznej pod ktem wyst9powania zmian 

 

patologicznych w tkance gonad (30); (29). Jak wspomniano w pkt 33, toksyczno§5 

 

o g6lnoustrjowa i inne toksyczno§ci mog4 wywiera6 wplyw na inne mechanistyczne 

 

punkty kohcowe oceniane w niniejszym te§cie (ti. VTO,SSC i niekt6re histopatologiczne 

 

efekty w obr9bie gonad). W zwi4zku z tyr s zczeg6lowe ocenie m o2na r6wnie2 podda6 

 

badanie histopatologiczne wtroby i nerek, aby lepiej zrozumie6 reakcje w 

 

mechanistycznych punktach kohcowych. Je2e1i jednak te s zczeg6lowe oceny nie s4 

 

przeprowadzane, na1e2y mimo to o dnotowa6 i zglosi6 powa2ne nieprawid1owo§ci 

 

zaobserwowane przypadkowo podczas oceny histopatologicznej. Mo之na rozwa之メ 

 

odczメywanie wynik6w w ko1可no§ci od n可w弾szego do n可ni2szego, ti. zaczyn痕c od 

 

grupy poddanej zabiegowi, w kt6r可 zaobserwowano n可wi9kszy wplyw (w por6wnaniu z 

 

pr6b4 kontro1n4), a kohcz4c na grupie poddanej zabiegowi, w kt6rj nie odnotowano 

 

2 adnego wplywu,c ho6 zaleca s i9 zapoznanie z wytycznymi w zakresie histopatologii (29). 

 

Zwykle wszystkie pr6bki najpierw poddaje s i9 obr6bce/dzieli na skrawki, a nast9pnie 

 

odczytuje je patolog. W przypadku stosowania podej§cia opartego na odcz界ywaniu 

 

wynik6w w ko1jno§ci od njw戸szego do njni之szego nale2y zauwa2y6,2e w procedurze 

 

RSCAB S (afg. Rao-Scou Co chrme-4rm itage by彫1ces) wykorzystuje s i9 zalo2enie,2 e 

 

wraz ze wzrostem poziom6w dawek zwi9kszy s i9 r6wnie2 wplyw biologiczny (patologia). 

 

A zater w przypadku analizy wy1cznie jednej wysokiej dawki bez 2 adnych dawek 

 

po§rednich straci ona s woj4 roc. Pode§cie to mo2e by dopuszczalne w przypadku, gdy 

 

analiza statystyczna nie jest konieczna do ustalenia,2e wysoka dawka nie wywiera 

 

2 adneao wt1ywu. Badanie to Dozwala r6wnie2 0 kre§1i5 fenotyi, go nad. 
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Pozostaた obserwaげe 

 

50. Badanie MEOGRT pozwala uzyska6 dane, kt6re mo2 na wkorzysta6 (np. pod可§cie oparte 

 

na wadze dowod6w) do jednoczesnej oceny co najmniej dw6ch o g6lnych rodza6w 

 

mec hanizm6w wywolywania s kutk6w szkodliwych (AlP) prowadz4cych do upo§1edzenia 

 

funkcji rozrodczych:a ) mechanizmy o pod1o2u endokrynnym o b可mu4ce zakl6cenie 

 

funkcjonowania osi hormonalnej podwzg6rze-przysadka-gonady (HPG); oraz b) 

 

mechanizmy, kt6re powodu4 o bni之enie prze2ywa1no§ci, wzrostu (dlugo§ci i masy) oraz 

 

rozrodczogci poprzez toksyczno§6 o pod1o2u innym ni之e ndokrymte. Badanie to obejmuje 

 

r6wnie2 punkty koicowe, kt6re zwykle mierzy si9 w badaniach przewleklej toksyczno§ci, 

 

jak np. badanie pelnego cyklu 2yc ia i badanie wczesnego etapu 2yc ia, kt6re to punkty 

 

mo2na wkorzysta6 do oceny zagro2ei stwarzanych zar6wno przez toksyczne sposoby 

 

dzialania o pod1o2u endokrynnym, jak i przez mechanizmy toksycznoSci o pod1o2u innym 

 

ni之 endokrynne. Podczas badania na1e2y codziennie o bserwowa6 zachowanie i 

 

o dnotowywa6 wszelkie nietypowe zachowania. Ponadto na1e2y o dnotowa5 ka之dy 

 

przypadek §m ierte1ny i o b1iczメ prze之ywa1no§5 ryb do momentu eliminacji (6/7 tydzieh 

 

badania), prze之ywa1no§6 po eliminacji na potrzeby pobierania pr6bek od oso bnik6w nie w 

 

pelni dojrzalych (w 9-10 tygodniu po zaptodnieniu) oraz prze2ywa1no§6 od momentu 

 

sDa rowania do momentu Dobrania Dr6bek od doroslvch rvb. 

 

Tabela 1: Przegkd pukt6w khcowch badania MEIGRT* 

 

Pokolenie 

 

Punkt ko血cowy 

 

Fl, F2 

 

W19g (odsetek i czas do w19gu) 

 

Etap ycia 

 

Zarodek 

 

(2 tygodnie po 

 

zaplodnieniu) 

 

Fl 

 

Prze之ywa1no§6 

 

Isobnik ruody 

 

(4 tygodnie po 

 

zaplodnieniu) 

 

Fl 

 

FO, Fl 

 

Prze之ywa1no5 

 

Wzrost 

 

(dlugo§6 i masa) 

 

Witellogenina 

 

(rRNA lub bialko) 

 

Drugorz9dowe cechy piciowe 

 

(brodawki pletwy odbメowej) 

 

Proporcje pici w u9ciu zewn9trznm 

 

Czas do pierwszego tana 

 

Rzrodczo§6 

 

Isobnik nie w 

 

pehi dojrzaly 

 

(9 lub li 

 

tygodni po 

 

zaplodnieniu) 

 

lsobnik 

 

dorosly 
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(12-14 tygodni (potcncjal rcprodukcyjny i plodno§6) 

 

po 

 

zaplodnicniu) 

 

Fl 

 

Prze之ywa1no§6 

 

Wzrost 

 

(d1ugo§6 i masa) 

 

Drugorz9dowe cechy piciowe 

 

(brodawki pletwy odb界owej) 

 

Histopatologia 

 

(gonady, w4troba, nerki) 

 

Osobnik 

 

dorosly 

 

(15 tygodni po 

 

zaplodnicniu) 

 

* Te punkty khcow na1e2y podda6 analizie statystycznej 

 

HARMONOGRAM 

 

51. Badanie przedstawiono w harmonogramie badania MEOGRT w tabeli 2. Badanie 

 

MEOGRT obejmuje 4 tygodnie nara之enia oso bnik6w doroslych z pokolenia FO i 15 

 

tygodni nara2enia pokolenia Fl, jak r6wnie2 okres nara2enia drugiego pokolenia (F2)a2 

 

do wy19gu (2 tygodnie po zaplodnienu).C zynno§ci podejmowane w ramach badania 

 

MEOGRT podsumowano w dodatku 9. 
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Tabela 2: Harmonogramy nara2enia i pomiaru pukt6w khcowch w badaniu MEOGRT 

 

Harmonogram na ra2enia i punkt6w k血cowch w badaniu MEOGRT 

 

Pokoleme F0 1 2 3 

 

Pokoleme Fl 

 

Pokoleme F2 

 

Tydzieh 1 2 3 

 

Etap zycia Legenda 

 

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 

 

Zarodek 

 

Larwa 

 

Osobnik ruody 

 

Osobnik nie w 

 

pelni dojrzaly 

 

Osobnik dorosly 

 

Punkty koficowe 

 

Potencjal 

 

rprdukc男ny 

 

Pldnoi 

 

W19g 

 

Prze2yw1no託 

 

Wzrost 

 

Witellogenma 

 

Drugorz9dow 

 

cechy piciowe 

 

Histopatologia 

 

Fo 

 

F1 

 

Fi 

 

F1 

 

Fi 

 

Fi 

 

Fo 

 

Sc hemt do§wadcz1n skiada si9 z 

 

7 grup kntrprb: 

 

o う wkorzystu]e s i9 w ramacli 

 

zabiegw z uyciem badanej 

 

substaneji cheniicznej 

 

0 2 wykorzystuje s i9 w pr6bie 

 

kontrolnej poddanej zabiegowi 

 

(4, je之eli stosujes i9 

 

rozpuszczahiik) 

 

Sc hemt w ramach gnipy 

 

0 12 kntrprb wykorzystujes i, 

 

do rozmnatania, patologii 

 

osobnika doroslego i SSC (10-
l8tdz,) 

 

0 6 kntrprb wykorzystujes i9 

 

do badania wy19gu, 

 

prze之yw1no§ci, Vtg; oraz - 

 

SSC i wzrostu oso bnikw nie 

 

w pehii dojrzalych (1-9 tydz.) 

 

ssc: drugorz9dow cechy piciowe; Tydz.: 

 

tygodnie; 

 

Vte: witellieenma 

 

F 
F 

 

F1 

 

F1 

 

Fl 
「』上 

F 
F 

 

Tydziefi 

 

badania 

 

2 3 

 

4 5 

 

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

RAPORTOWANIE DANYCH 

 

Anahza statystyczna 

 

52. Poniewa2 pled genetyczn4 o kre§la si9 w odniesieniu do wszystkich badanych ryb, dane 

 

na le2y a na1izowa5 oddzielnie dia ka2d可 pici genetycznej (ti. w odniesieniu do samc6 w 

 

posiad可4cych chromosomy XY i samic posiad可4cych chromosomy XX). Niezastosowanie 

 

s i9 do tych zasad znacznie zmniejszy moe s tatystyczn4 ka2dej analizy. S tatystyczne 

 

analizy danych najlepiej jest wkonywa6 zgodnie z procedurami opisanymi w dokumencie 

 

OECD ,,Aktuaine pode§cie do statystycznej analizy danych ekotoksyczno§ci: wメyczne 

 

stosowania" (Current Approaches in the S ttistical Analysis of Ecotoxicity Data: A 

 

Guidance to Application) (32). Dodatek 10 zawiera daisze w界yczne dotycz4ce analizy 

 

statystycznej. 
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53. W przypadku gdy na ie2y zar可estrowa6 NOEC, projekt badania i wybrany test statystyczny 

 

powinny zapewni5 roc wystarcz可4c4 do wykrycia zmian o znaczeniu biologicznym w 

 

punktach koicowych (32). Zgloszenie odpowiednich s t92eh i parametrw efektywnych 

 

mo2e za1e2e5 od ram regulacyjnych. Nale2y wskaza6 procentow4 zmian9 w ka2dym 

 

punkcie kohcowym, kt6r jest wa2ny pod wzgldem wykrycia lub oszacowania.S c hemt 

 

do§wiadczalny nale2y dostosowa6 w taki s pos6b, aby bylo to mo2liwe. Istnieje male 

 

prawdopodobieitstwo, aby do wszystkich punkt6w kohcowych miala zastosowanie taka 

 

sama zmiana procentowa, i r6wnie malo prawdopodobne jest, aby mo2 na bylo zaplanowa6 

 

wykonalne do§wiadczenie s pelniaj4ce te kryteria dia wszystkich punkt6w koficowych, w 

 

zwia'zku z tyr nale2y s kupi6 si9 na tych punktach koficowych, kt6re sa' istotne dia danego 

 

do§wiadczenia, planujc doSwiadczenie w odpowiedni s pos6b. w dodatku 10 dost9pne sa' 

 

schematy statystyczne i w界yczne stanowia'ce pomoc w opraclwywaniu danych oraz 

 

wyborze najodpowiedniejszego badania statystycznego iub modelu do wykorzystania. 

 

M o2na r6wnie之 zastosowa6 inne podj§cia statystyczne, pod warunkiem 2e sa' one 

 

uzasadnione z naukowego punktu widzenia. 

 

54. Konieczna b9dzie analiza zmian w obr9bie ka2dego zbioru kontrpr6b z zastosowaniem 

 

analizy wariancji lub procedur tablicy wielodzielczej oraz wystarczaj4cych, odpowiednich 

 

ci4glych, 

 

wynikami 

 

metod analizy statystycznej opartych na tej analizie. W odniesieniu do reakcji 

 

aby wielokrotnie por6wna6 wyniki uzyskane przy poszczeg6inych s t92eniach z 

 

si9 stosowanie procedury regresyjnej (np. testu Jonckheere'a-

lub Dunna nale2y stosowa6 tam, gdzie dane nie s a' spjne z 

 

razie potrzeby po odpowiedniej 

 

pr6b kontrolnych, zaleca 

 

Terpstry). Test Dunnetta 

 

monotoniczna' zale之no§ciq st92enie-odpowied乞 (w 

 

transformacj i danych). 

 

ss. w kontek§cie potencjalu reprodukcyjnego ziiczenie jaj odbywa si9 codziennie, jednak 

 

mo之na je ana 1izowa5 jako calkowite zliczenie jaj lub jako powtarzany pomiar. Informacje 

 

dodatku 10. W 

 

nasilenia 

 

り 1iceS 

 

stopni 

 

w 

 

ie 

 

koiicowego znajduj4 si9 

 

przedstawionych w form 

 

szczeg6lowe dotycz4ce analizy tegl punktu 

 

odniesieniu do danych histopatologicznych 

 

opracowano nowy test statystyczny o nazwie Rao-Scott (bc hr lm-r itag 

 

(RSC二4β) (33). 

 

56. Naie2y zglosi6 wszelkie punkty koiicowe zaobserwowane w zabiegach poddawania 

 

dzialaniu substancji chemicznych, kt6re znacznie r62nia' s i9 od wla§ciwych pr6b 

 

kontrolnych. 

 

Warunki analiz danych 

 

IIうk zstnie zad6coll.vch pO2iol7i6w zabiegu 
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57. Przy ustalaniu, czy kontrpr6ba lub caly zabieg wkazu4 wyra2n4 toksyczno§6 i powinny 

 

zosta6 usuni9te z analizy,na le2y uwzg19dni6 kulka c zynnik6w. Widoczn4 toksyczno§6 

 

definiuje s i9 jako§mie rte1noS6 wynosz4c4 >4 w dowolnej kontrpr6bie mi9 dzy 3 a 9 

 

tygodniem po zaplodnieniu, kt6rj nie mo2na w界1umaczy5 bl9dem technicznym. Inne 

 

oznaki wyr磁n可 toksyczno§ci to krwotok, nietypowe zachowania, nietypowe wzorce 

 

piywania, brak laknienia i wszelkie inne kliniczne objawy choroby. W przypadku 

 

subletalnych o bjaw6w toksyczno§ci n iezb9dne mog4 by6 oceny jako§ciowe, kt6re na1e2y 

 

przeprowadza6 zawsze w odniesieniu do grupy kontrolnej z wod4 rozciehczaj4c4 (nale2y 

 

s tosowa6 wl4cznie c zst4 wod9).Je2e li widoczna toksyczno§6 jest ewidentna w 

 

画 w弾szym zabiegu lub zabiegach, zaleca s i9 odci9cie ich od analizy. 

 

Ko ntくl z rozpuszczamiんem 

 

58. U2ycie rozpuszczalnika na1e之y brad pod uwag9 tylko w ostateczno§ci, po uwzg19dnieniu 

 

wszystkich innych opcji wprowadzenia substancji chemicznej. W przypadku zastosowania 

 

rozpuszczalnika na le2y j ednoczeSnie wkona6 pr6b9 kontroln4 z wod4 rozcieicz可4c4. Na 

 

zakoiiczenie badania nale2y przeprowadzk o cen9 potencjalnego wplywu rozpuszczalnika. 

 

Dokonuje s i9 tego, por6wnu4c statystycznie gnlp9 kontroln4 z rozpuszczalnikiem i grup 

 

kontroln4 z wod4 rozcieiicz可4c4. Najbardziej wla§ciwe punkty kohcowe, kt6re nale2y 

 

uwzgl9dni6 w niniej szej analizie, to wyznaczniki wzrostu (masa), poniewa2 m og4 na nie 

 

wp1yn46 toksyczno§ci og6ine.Je2 eli w tych punktach koficowych wykr界e zostan 

 

statystycznie istotne r62nice m i9dzy grp4 kontroln4 z wod4 rozciehczaj4c4 a grupami 

 

kontrolnymi z rozpuszczalnikiem, nale2y o dwola6 si9 do swojej najlepszej wiedzy 

 

fachowej, aby ustali6, czy s tanowi4 one zagro之enie dia wano§ci badania.J e2eli dwie 

 

pr6by kontrolne r6之ni4 si9 od siebie, pr6by poddawane dzialaniu substancji chemicznej 

 

na le2y por6wna5 z pr6b4 kontro1n4 z rozpuszczalnikiem, chyba之 e wiadomo,2 e najlepiej 

 

jest przeprowadzi6 por6wnanie z pr6b4 kontro1n4 z wod4 rozciehczaj4c4.J e之e1i m i9dz 

 

dwiema grupami kontrolnymi nie wyst9puje statystycznie istotna r62nica, zaleca s i9 

 

por6wnanie zabieg6w, w ramach kt6rch zwierz9ta poddaje si9 dzialaniu substancji 

 

chemicznej, z puh zabiegow4 (grupami kontroinymi z rozpuszczalnikiem i z wod4 

 

rozciehczaj 4c), chyba 2 e wiadomo,2 e najlepiej jest dokona6 por6wnania z pr6ba 

 

kontro1n4 z wod4 rozciehcza4ca albo z rozpuszczalnikiem. 

 

Sprawozdanie z badania 

 

59.S prawozdanie z badania powinno zawiera6 nast9pu4ce inforrnacj e: 

 

Badana substancja cheri zna: wl託iwogciル〕てzne i一w stosownych prypadkach一wi.ciwoIci 

 

ルykchemicze; 

 

dane ident叫kacjne substancji chemicznej. 

 

S ubstacia i ednoskiadnikowa: 
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wygkd fizyczny, rozpuszcza1no§6 w wodzie i dodatkowe istotne w1a§ciwo§ci 

 

zkochemlczne; 

 

IUPAC lub CAS' numer 

 

dane identyfikacyjne substancj i chemicznej, takie jak 

 

CAs, kid S 11LES lub InChi, wz6r strukturalny,c zysto§5, nazwa chemiczna 

 

zanieczyszczeit w stosiwnych przypadkach i je§ 1i jest ti praktycznie wykinalne itp. (w 

 

tyr, w stisownych przypadkach, zawarti§5 w9g1a irganicznegi). 

 

Substan可a wieloskiadnikiwa, UVCB i mieszaniny: 

 

opisane w miar9 m i21iwi§ci przez pidanie nazwy chemicznej (zob. powyej), 

 

wyst9piwania i 1ogciiwegi oraz istitnych wla§ciwi§ci fizykichemicznych s kladik6w. 

 

βadally gltmek 

 

nazwa systematyczna, szczep Ue2e1i jest dist9pn),乞 r6d1o i metida pobierania 

 

zaplidniinych jaj i daisze post9piwanie. 

 

IIlll・unん badania」 

 

fitiperiod(-y); 

 

prijekt badania (np. rizmiar kimiry, ib9to§5 materialu i widy, liczba kim6r 

 

badawczych iraz kintrpr6b, liczba isobnikw w wy19gu na kontrprb9); 

 

metida przygitowania riztwir6w pidstawiwych i c z9stit1iwi§d wymiany (e2e1 

 

zastosiwany zostal§ ridek rizpuszczj4cy, nale2y pida6 jegi s t92enie); 

 

metida dawkiwania badanej substancji chemicznej (np. pimpy, ukiady rizciehczjqce); 

 

wydajno§5 idzyskiwa metidy i badane s t9之enia nominalne, grafica o znacza1ni§ci, 

 

§ rednie warti§ci pimiariwych oraz ich idchylenia standardiwe w naczyniach 

 

badawczych, a take metida uzyskania takich warti§ci iraz dowidy§ wiadcz4ce i tyr,之e 

 

pimiary idnisz4 si9 di s t92efi badanej substancji chemicznej w rzeczywistym riztwirze; 

 

charakterystyka widy rizcieficzaj 4cej: pH, twardi,d, temperatura,s t92enie 

 

rizpuszczinego tienu, piziim ehuoru resztkiwegi (e§1i dokonano pimiaru), calkiwity 

 

w9gie1 irganiczny (e§1 dokonano pimiaru), zawiesina (e§1i dikinani pimiaru), 

 

zasolenie § ridiwiska badania (e§1i dokonani pimiaru) iraz wszelkie inne wykonane 

 

pimiary; 

 

badane s t92enia niminalne,§ redie warti§ci pimiarowych iraz ich odchylenia 

 

standardiwe; 

 

ja ki§d widy w naczyniach badawczych, pH, temperatura (cidziennie) i s t92enie 

 

rizpuszczinego tienu; 

 

551 

 



D060575102 

 

s zczeg6lowe informacje dotyczace karmienia (np. rodzaj pokarmu, jego 2 rdlo, podawana 

 

ilo§ 5 i c z9stotliwo§6 podawania). 

 

FIう' ild: 

 

dowody§ wiadcz4ce o tyr,2e prby kontrolne s peli可4 o g6lne kryteria wa2no§ci; 

 

dane dotycz4ce pr6by kontrolnej (oraz pr6by kontrolnej z rozpuszczalnikiem, je2eli jest 

 

stosowana) oraz grup poddanych zabiegowi, takie jak: wlg (wyl9gowo§6 oraz czasu 

 

wl9gu) w pokoleniach Fl i F2, prze2ywalno§6 po wl9gu w pokoleniu Fl, wzrost 

 

(dlgog6 i masa ciala) w pokoleniu Fl, pled genetyczna oraz zr62nicowanie pici (np. 

 

drugorz9dowe cechy piciowe na podstawie brodawek pletwy odb界owej i histologii gonad) 

 

w pokoleniu Fl, p1e6 fenotypowa w pokoleniu Fl, drugorz9dowe cechy plciowe 

 

(brodawki pletwy odb界owej) w pokoleniu Fl, niRNA vtg (lub bialko VTG) w pokoleniu 

 

Fl, ocena histopatologiczna (gonady, wtrba i nerki) w pokoteniu Fl oraz rzrdczo§6 

 

(potencial reprodukcyjny i plodnoS6) w pokoleniach FO i Fl; (zob. tabele li 2); 

 

metida analizy statystycznej (analiza regresji lub analiza wariancji) oraz przetwarzania 

 

danych (zastosowane badania tub modele statystyczne); 

 

s t92enie, przy kt6rym nie obserwuje s i9 szkodliwych zmian (NOEC) w odniesieniu do 

 

ka2dj ocenionej reakcji; 

 

n ni2sze s t92enie, przy kt6rym obserwuje si9 zmiany (LOEC), w odniesieniu do ka之de 

 

ocenionej reakcji (przy p = 0,05); ECX w odniesieniu do ka2de ocenianej reakcji, je2eli 

 

dotyczy, i przedzialy ufo§ci (np. 90 % lub 95 %) oraz wykres dopasowanego modelu 

 

wykorzystanego do o bliczei, nachylenie krzywej zale2no§ci s t92enie-odpowied, wz6r 

 

modelu regresji, szacowane parametry modelu i ich bl9d standardowe; 

 

wszelkie odchylenia od niniejszej metody badawczej oraz odchylenia od kr界er6w 

 

dopuszczalno§ci, a take rozwaania dotcz4ce potencjalnych konsekwencji wyniku 

 

badania 

 

60. W odniesieniu do wynik6w pomiar6w punkt6w koiicowych nale2y przedstawi6§ rednie 

 

na podstawie 

 

zarowno 

 

warto§ci oraz ich odchylenia standardowe (w miar9 mo2liwo§ci 
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Dodatek i 

 

DEFINICIE 

 

Su bstanda chemiczna: substancia lub mieszanina. 

 

E LISA: test immunoenzymatyczny. 

 

Potencjal reprodukcyjny = liczbajaj. 

 

Plodno§ぐ = liczba 2y wotnych j可 / potencjal reprodukcyjny. 

 

Dlugo§ぐ ogonowa (FL) oznacza dhigo§6 od czubka otworu g9b0weg0 do kii 

 

S rodkowego promienia pletwy ogonowej - parametr ten wykorzystuje s i9 w odniesieniu do 

 

ryb, u kt6rych trudno jest wskaza6 miejsce, w kt6rym kohczy s i9 kr9goship 

 

(www.fishbase.org). 

 

W1,gowo§ぐ = wl9gi / liczba zardk6w zaladowanych do iiikubatora. 

 

IACUC: Komitet Instytucjonalny ds. Opieki i Wykorzystania Zwierzt (afg. Instituti oiial 

 

Animal Care and Use Committee). 

 

Dlugo§ぐ standardowa (SL) oznacza dlugo§6 ryby mierzon4 od czubka otworu g9bowego 

 

do tylnej kraw9dzi ostatniego kr9gu lub do tylnej kraw9dzi § rodkowoboczne c z9§ci 

 

urostylu. Innymi slowy, w ramach tego pomiaru nie bierze si9 pod uwag9 dlugo§ci pletwy 

 

ogonowej (www.fishbase.org). 

 

Dlugo§ぐ calkowita (TL) oznacza dlugo§6 mierzon4 od czubka otworu gbowego do czubka 

 

dlu2szego plata pletwy ogonowej, zazwyczaj mierzonego po zgi9ciu plt6w do uinii 

 

S rodkow可. Pomiar zdejmuje si9 wzdhi之 linii prostej, nie wzdkt krzywizny ciala ryby 

 

(www.fishbase.org). 
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L 一 一 ー ー ー ー ー 一 一 ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー 一 ー ー 

 

Rys. 1: Opis r6之nych stosowanych dlugo§ci 

 

ECx: (st92enie efektywne x %) jest s t92eniem m可4cym x % wplyw na organizmy u2メe do 

 

badait w danym okresie nara2enia w por6wnaniu z pr6b4 kontroln4. Na przykiad EC 50 jest 

 

st92eniem, kt6re wedlug s zacunk6w ma wplyw na punkt kohcowy badania w 50 % 

 

nara2onj populacji wo kre§lonym okresie naraenia. 

 

Badanie przeplywowe to badanie, w kt6rym podczas nara2enia trwa c igly przeplyw 

 

roztwor6w do badafi przez ukiad badawczy. 

 

Os HPG:o§ podwzg6rze-przysadka-gonady. 

 

IUPAC: Mi9 dzynarodowa Unja Chemii Czystej i S tosowanj. 

 

Wskaznik 0bci42enia: mokra masa ryb nao b9to§6 wody. 

 

N可ni2sze s t,2enie, przy kt6rm obserwujes i, zmiany (LOEC): najmniejsze badane 

 

st9之enie badanej substancji chemicznej, przy kt6rym obserwuje s i9 znacz4ce dzialanie 

 

toksyczne (przy p< 0,05) w por6wnaniu z pr6ba kontroln4. Wszystkie badane s t92enia 

 

pow弾ej LOEC powinny jednak wywier5 szkodiiwy skutek r6wny skutkom, kt6re 

 

zaibserwowano przy LOEC, lub od nich wi9kszy. W przypadku gdy iba warunki nie mog4 

 

bメ spelnione, na1e2y s zczeg6iowo wめa§ni6, w jaki s pos6b wybrano LOEC (a nast9pnie 

 

NOEC). W dodatkach 5 i 6 przedstawiono wメyczne w tyr zakresie. 

 

Mediana s t,zenia §m ierte1nego (LC50): s t92enie badanej substancji chemicznej szacowane 

 

jako st92enie§ mierteine dia 50 % organizm6w u2メych do badaii podczas trwania badania. 

 

St,2enie, przy kt6rym nie obserwujes i, szkodliwych zmian (NOEC): badane s t92enie 

 

bezpo§rednio poni2e LOEC, kt6re nie wywiera statystycznie istotnego wplywu (p< 0,05) w 

 

ustalonym okresie nara2enia w por6wnaniu z pr6ba kontroin. 
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S11LES (afg.Si ip1fid Molecular Input Line Entr pec')lcatm): uproszczony s pos6b 

 

zapisu struktury chemicznej w liniowej formie tekstowej. 

 

Obsada: liczba ryb na o b9to§6 wody. 

 

Badana substancja chemiczna: dowolna substancja lub mieszanina badana za pomoc4 

 

niniej szej metody badawczej. 

 

I]VCB: substancje o nieznanym lub zmiennym skladzie, z1o2one produkty reakcji lub 

 

materialy biologiczne. 

 

VTG: witellogenina to fosfolipidoglikoproteinowy prekursor bialek 26 1tka jajka 

 

wyst9pu 4cy zwykle u aktywnych piciowo samic wszystkich gatuk6w j可orodnych. 

 

TPZ: tvaodnie po zarlodnieniu. 
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Dodatek 2 

 

NIEKTORE WLASCIWOSCI CHEM IZNE DOPUSZCZ LNEI WODY 

 

R ZCIENCZ I4CLI 

 

Substanqa 

 

Cz4stki stale 

 

Calkowity w9gie1 organiczny 

 

Amoniak niejonizowany 

 

Chlor resztkowy 

 

Calkowita zawarto託 pestcd6w fosforoorganicznych 

 

Calkowita zawartoS6 pest(d6w chloroorganicznych oraz 

 

polichiorowanych bifenyli 

 

Calkowity chlor organiczny 

 

Gun 

 

Arsen 

 

Chrom 

 

Kobalt 

 

Mied2 
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Kadm 

 

Rt 
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Dodatek3 

 

WARUNKI BADANIA WLASCIWE DLA BADANIA MEOGRT 

 

R之ank j apofiska (Oryzias latァes) 

 

W wanmkach c i4glego 

 

Nominalna temperatura badania wynosi 25。C .S rdnia temperatura w 

 

trakcie badania w k2dm zbiorniku wynosi 24-26。 c. 

 

Fluorescencyjne之a rwk (szerokie spektrum oraz 0 mocy~ l50 

 

lumn6w/m2) 

 

(~150 luks6w). 

 

16 godzin§ wiatla, 8 godzin ciemno§ci. 

 

Pokolenie F0: 2 osobniki dorosle na kntrprb9; pokolenie Fl: 

 

pocz4tkwo przy wykorzystaniu maksymalnie 20 jaj (zarodkw) na 

 

kntrpr6b9, przy w19gu zmniejszenie do 12 zarodkw na kntrprb9, a 

 

nast9pnie w 9-li tygodniu po zaplodnieniu 2 osobniki dorosle (para 

 

hodowlana o zestawie c brmsomw XX-XY) na potrzeby etapu 

 

rozmnazania. 

 

1,8 1 (np. wie1k§6 komory badawczej: 18 x 9 x 15 cm). 

 

1. Zalecany gatunek 

 

Rodzaj badania 

 

Temperatura wody 

 

4.Ja k§6o§ wiet1enia 

 

6. Wsk2nik o bci"enia 

 

7. Minimalna o b9to§6 

 

komory badawczej 

 

8. Wymiana o b9to§ci roztworw Minimum 5 wymian o b9to§ci dzieriiie do 16 wymian ob9to§ci 

 

do badafi dziemie (lub przy nat9之eniu przeplywu wnosz4cym 20 m l/min). 

 

9. Pocz4tkow wick organizm6w Pokolenie FO: >12 tygodni po zaplodieniu, zaleca si9 jednak nie 

 

uytych do badafi przekracza 16 tygodnia po zaplodnieniu. 

 

li. Liczba organizmdw na Pokolenie Fi: 2 ryby (para samiec - samica) pokolenie Fl: 

 

kontrprb9 maksymalnie 20 ryb (jaj) na kontrpr6b9 (pochodz4cych od par 

 

hodowlanych z pokolefi FO oraz Fl). 

 

11. Liczba zabieg6w 5 zabieg6w z u却ciem badanej substancji chemicznej oraz odpowiednie 

 

pr6by kontrolne. 

 

12. Liczba kontrpr6b na zabieg Minimum 6 kontrprdb na zabieg w odniesieniu do badanej substanci i 

 

chemicznej oraz minimum 12 kontrprb w odriiesieniu do prdby 

 

kontrolnej i prdby kontrolnej z rozpuszczalnikiem (liczb9 kontrprb 

 

podwaja si9 na etapie rozmia之ania w pokoleniu Fl),j e之eli je 

 

zastosowano. 

 

Minimum 84 ryby w przypadku pokolenia Fi i 504 ryby w przypadku 

 

pokolenia Fl. (k之eli zastosowano pr6b9 kontroln4 z rozpuszczalnikiem 

 

108 ryb w przypadku pokolenia Fi i 648 ryb w przypadku 
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pokolenia Fl). Liczon4 je dnost4 s4 osobniki, kt6r zakhczyl stadium 

 

rozwoju na etapie eleuteroembrionu. 

 

Ryby karmi si9 bez ograniczefi so iowcani z gatunku ArterIa spp., (24-
godzinnyn iarwami), dokarmia4c w razie potrzeby dost9pnm na 

 

rynku pokarmem w platkach (w dodatku 6 m2na znaie26 przykladowy 

 

schemat 之y wienia zapewria cy odpowiedni wzrost i rzw可 

 

wspomaga 4ce wsok rozrdczo§6). 

 

Bez napowietrzania, dop6ki zawarto§6 tienu rozpuszczonego nie zbiia 

 

si9 di < 60 % warto§ci nasycenia powietrzem. 

 

Czysta woda powicrzci】mowa, woda ze studni lub regenerowana, lub 

 

odchiorowana woda wodci4gowa. 

 

Zasadniczo 19 tygodni (od pokolenia FO do wi9gu pokolenia F2). 

 

Wi9gowo§6 (pokolenia Fl i F2); prze之ywaino§6 (pokoleuie Fl, od 

 

wi9gu do 4 tygodnia po zaplodnieniu (koniec stadium larwainego / 

 

pocztek stadium mlodocianego), od 4 do 9 (lub 10) tygodnia po 

 

zaplodnieniu (pocztek stadium mlodocianego do stadium niepelnej 

 

dorzalo§ci) oraz od 9 do 15 tygodnia po zaplodnieniu (od stadium 

 

niepelnej dorzalo§ci do eutanazji osobnikw doroslych)); wzrost 

 

(pokolenie Fl, d1ugo§6 i masa w 9 i 15 tygodniu po zaplodnieniu); 

 

drugorz9dowe cechy piciowe (pokolenie Fl, brodawki pletwy 

 

odb界owej w 9 i 15 tygodniu po zaplodnieniu); witellogenina (pokolenie 

 

Fl, mRNA vtg lub bialko VTG w 15 tygodniu po zaplodnieniu); pled 

 

fenotypowa (pokolenie Fl, poprzez histoiogi9 gonady w 15 tygodniu po 

 

zaplodnieniu); rozrodczo§6 (pokolenia FO i Fl, potencjal reprodukcyjny 

 

i plodno§6 przez 21 dni); czas do tana (pokolenie Fl); oraz 

 

histopatologia (pokolenie Fl, gonada, w4tnoba i nerka w 15 tygodniu po 

 

zaplodnieniu). 

 

14.Sc hemat 2y wienia 

 

15. Napowietrzanie 

 

16. Woda rzcieficz可4ca 

 

17. Okres n&a2enia 

 

18. Bioiogiczne punkty koficowe 

 

(pierwotne) 

 

19. Knyteria wano§ci badania Rozpuszczony tien zapewria4cy wanto§6 nasycenia powietrzem 

 

wnosz4c4 >60 %; rednia temperatura wody w trakcie badania: 24-
26。C ; pom§ine roz no之enie >65 % saniic w prbah kontrolnych; 

 

redni dzienny potencjal reprodukcyjny >20 jaj w prbah kontroinych; 

 

wi9gowo§6 jaj powinna wnosi6 (§nednio) と 80 % w prbach 

 

kontroinych (w kade z pokoienia Fl i F2); pnze之ywaino§6 po wi9gu 

 

do 3 tygodni po zaplodnieniu na pozionie (§nednio) と 80% i od 3 

 

tygodni po zaplodnieniu do u§nience血a (§nednio) と 90 % w odniesieniu 

 

do pokolenia w prbah kontroinych (pokoienie Fl) - st9之enia badanej 

 

substancji c heniczne w noztwonze powinny by6 utnzymywane w spos6b 

 

zadowalajacy w zakresie +20 %§ nednich ziiienzonvch wanto§ci. 
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Dodatek 4 

 

WYTYCZNE DOTYCZ4CE TYPO WYCH WARTOSCI KONTROLNYCH 

 

Na1e2y zauwa25,2e niniejsze warto§ci kontrolne o pier可4 si9 na ograniczonej liczbie badair 

 

walidacyjnych i mo g4 ulec zmianie w§ wiet1e daiszych do§wiadczeh. 

 

IIZ・ost 

 

Pomiary masy i dhigo§ci pobierane s4 dia wszystkich ryb, z kt6rch pobrano pr6bki mi9 dzy 

 

9. (lub 10.) a 15. tygodniem po zaplodnieniu. Zgodnie z t4 procedur4 spodziewana mokra 

 

masa w 9. tygodniu po zaplodnieniu w przypadku s amc6w wyniesie 85-145 mg, a w 

 

przypadku samic - 95-150 mg. W 15. tygodniu po zaplodnieniu spodziewane masy to 250-
330 mg w przypadku samc6 w oraz 280-350 mg w przypadku samic.C hocia2 w przypadku 

 

poszczeg6lnych rybmo g4 zaistnie5 znaczne odchylenia od tych zakres6w,§ rednie masy w 

 

pr6bie kontrolnej znacznie wychodz4ce poza te warto§ci, zwlaszczaje2e 1i s4 od nich ni2sze, 

 

mog4 wskazywa6 na probiemy z之y wieniem, kontroki temperatury,j ako§ci' wody, chorob9 

 

lub dowo1n4 kombinacj9 niniej szych czynnik6w. 

 

WylCg 

 

S kuteczno§6 wy19g w pr6bach kontroinych zazwyczaj oscyluje w graniach 90 %, jednak 

 

niskie warto§ci na poziomie 80 % nie s4 rzadko§ci4.S kuteczno§6 w19gu poni2ej 75 % 

 

mofe wskazywa6 na niewystarcza4ce wymieszanie rozwi痕cych s i9 jaj lub niedostateczn4 

 

ostro2no§6 w obchodzeniu s i9 z nimi, np. nieterminowe usuwanie martwych jaj prowadz4ce 

 

do zaka2enia grzybiczego. 

 

Przeあwαん0紀 

 

Wska乞niki prze2ycia do 3. tygodnia po zaplodnieniu od wi9gu oraz po 3 tygodniach po 

 

zaplodnieniu zazwyczaj wynosza' przynajmniej 90 % w odniesieniu do pr6b kontrolnych, 

 

niskie wskaniki prze2ywaino§ci na poziomie 80 % we wczesnym stadium rozwoju w 

 

odniesieniu do pr6b kontrolnych nie s4 jednak niepok可4ce. Wskaniki prze2ywa1no§ci w 

 

pr6bach kontrolnych poni2可 80 % moglyby by6 powodem do obaw i wskazywa5 na 

 

niedostateczn4 d証o§6 oc z声to§6 akwari6w,mo g4c4 prowadzi6 do utraty ryb w fazie 

 

larwalnej w wyniku choroby lub uduszenia z powodu niskiego poziomu s t92enia 

 

rozpuszczonego tienu. Sml erte1no§6 moze bメ takze wynikiem uszkodzenia w trakcie 

 

czyszczenia zbiornika oraz utraty ryb w fazie larwainej w systemie odprowadzania wody ze 

 

zbiornika. 

 

Gen witllgnilly 

 

C hocia2 bezwzg19dne poziomy genu witellogeniny (vtg), wra2one w kopiach(ng 

 

calkowitego mRNA, mog4 znacznie r2ni6 si9 mi9 dzy laboratoriami z powodu stosowanych 

 

procedur lub oprzrz4dowania, stosunek vtg samic w prbie kontroinej do sa mc6w w pr6bie 

 

kontrolnej powinien bメ okolo 200 razy wi9kszy. Nie jest rzadko§ci4,2 e dany stosunek 
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0si4ga warto,6 nawet od 1 000 do 2 000, jednak stosunki poni2可 200 s4 podejrzane i mog4 

 

wskazywa6 na problemy z zanieczyszczeniem pr6bki lub problemy dotycz4ce procedury tub 

 

zastosowanych o dczyinik6w. 

 

Drgrzdwe cec如piciowe 

 

Je2e1i chodzi o sa mc6w, zwyczajowy zakres drugorz9dowych cech piciowych, kt6ry 

 

okre§lany jest jako calkowita liczba se gment6w w promieniach brodawki pletwy odbメowej, 

 

wyriosi 40-80 segmentbw w 9.-10. tygodniu po zaplodnieniu. Do 15. tygodnia po 

 

zaplodnieniu, zakres dtcz4cy samc6 w w pr6bie kontrolnej powinien oscy lowa6 w 

 

granicach 80-120, a w przypadku samic w prbie kontrolnej warto§5 powirma wyn0si6 

 

okolo 0. W rzadkich przypadkach, z niewja§nionych powod6w niekt6re samce w 9. 

 

tygodniu po zaplodnieniu mo g4 mie 5 niewyksztalcone brodawki, ale poniewa2 rozw可 

 

brodawek u wszystkich sa mc6w w pr6bie kontrolnej nast9pue do 15. tygodnia po 

 

zaplodnieniu, jest to najprawdopodobniej spowodowane o p62nionym rozwojem. 0becno§6 

 

brodawek u samic w pr6bie kontrolnej wskazuje na obec no§6 sa mc6w XX w populacji. 

 

&111lce AX 

 

Zwykle podstawowa c z9sto§6 wyst9powania sa mc6w XX w hodowli w temperaturze 25 oc 

 

wraz z 

 

samcow 

 

wydaje si9 wynosi6 okolo 4 % lub nmiej, a c z9sto§6 wyst9powania zwi9ksza si9 

 

temperatur4. Nale2y podj46 dzialania mj4ce na cdlu zminimalizowanie odsetka 

 

XX wydaje si9 posiada6 

 

XX w populacji. Poniewa2 c z9sto§6 wyst9powania samc6w 

 

ym j est dziedziczna, monitorowanie kultury wyj§c iow可 

 

nie byly wykorzystywane do jej roznma2ania, jest 

 

4zku z t 

 

rice XX 

 

element genetyczny i w zwi 

 

oraz zapewnianie, aby sari 

 

skutecznym sposobem ograniczania c z9sto§ci wyst9powania samc6w XX w populacji. 

 

月ktywnogd tarta 

 

Aktywno§5 tarta w kntrpr6bach kontrolnych nale2y monitorowa5 codziemiie przed 

 

przeprowadzeniem oceny potencj alu reprodukcyj nego. Pary w pr6bie kontrolnejmo2 na 

 

podda6 ocenie ja ko§ciowe w spos6b wizualny pod wzgldem dowod6w na a ktwno§5 tarta. 

 

Wi9kszo§6 par w pr6bie kontrolnej powinna sk1ada6 jaja m i9dzy 12. a 14. tygodniem po 

 

zaplodnieniu. Niska liczba par skladj4cych jaja do tego czasu wskazuje na potencjalne 

 

problemy ze zdrowiem, djrzalo§ci4 tub dobrostanem ryb. 

 

Potencjal rprdk」Iljlly 

 

Zdrowa i dobrze odywiana przez 12-14 tygodni po zaplodnieniu ry2anka ja pohska 

 

zazwyczaj skiada jaja codziennie, wtwarz痕c w c i4gu dnia 15-50 jaj. Wメwarzanie jaj w 

 

przypadku 16 z zalecanych 24 par hodowlanych w pr6bie kontrolnej (>65 %) powimio 

 

dawa6 wi9c可 ni2 20 jaj na par9 dziennie i m o2e si9ga6 nawet okolo 40 jaj dziemiie. Warto§6 

 

ni2sza ni2 ta mo2e wskazywa5 na niedojrzale, niedo2ywione tub niezdrowe pary tarlowe. 

 

Pんdlo記 
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0dsetek plodnych jaj w odniesieniu do par tarlowych w pr6bie kontrolnej mie§cis i9 

 

w zakresie 90 %, przy c 

 

rzadko§ci4. Wsp6kzynniki plodno§ci 

 

pr6bie kontrolnejs4 po 

 

warunki hodowli gorsze 

 

d可 

 

od 

 

zym 

 

wyn 

 

warto§ci w okolicach 95 % i w2sze 

 

0sz4ce poni2可 80 % w odniesieniu do 

 

nie 

 

J司 

 

阻
w
 

 

rzane i mo g4 wskazywa6 albo na niezdrowe osobniki, albo na 

 

idealnych. 
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Dodatek 5 

 

PRZYKLADOWY sCHEMAT ZYWIENIA 

 

W tabeli i przedstawiono przykladowy schemat2y wienia zapewni可4cy odpowiedni wzrost 

 

i rozw可 w celu wsparcia intensywnego rznma2ania. ldchylenia od tegl schematu 

 

2y wienia s4 dopuszczalne, jednak zaleca si9 zbadanie ich w cdlu sprawdzenia, czy mo2 na 

 

zaobserwowa6 akceptowalny rozw可 i rozmna2anie. Post9powanie zgodnie z 

 

proponowanym schematem之y wienia wymaga o kreglenia suchej masy solowca w o b9to§ci 

 

mulu zawiera cegl solowiec przed rozpocz9ciem badania. Mo2na tegl dokona6,o dwa珂4c 

 

o kre§lon4 o b9to§6 muhi zawier可acegl solowiec, kt6ry suszono przez 24 godziny w 

 

temperaturze 60。 C na zwa2one wcze§nie szalce. Aby uwzgldi6 mas9 soli w mule, 

 

identyczn4 o b9to§6 takiego samego roztworu soli jak ten wykorzystywany w mule nale却 

 

r6wnie2 wysusz , zwa2y6 i od46 od masy wysuszonego mulu zawieraj4cego solowiec. 

 

Przed wysuszeniem mo2na ewentualnie przefltrowa6 i wyphika6 solowce wod4 

 

destlowan4, eliminu4c dzi9ki temu potrzeb9 wa2enia ,,czystej soli". Informacje te 

 

wykorzystuje si9 do przeliczenia informacji zawartych w tabeli z suchej masy solowca do 

 

o 9toSci mulu zawieraj4cego solowiec,ja k4 nale2y karmi5 ka2d4 rb9. Zaleca si9 ponadto 

 

cotygodniowe waenie podwielokrotno§ci muhi zawier可4cego solowiec w cdlu 

 

snrawdzenia Drawidlowei suchei masv vodawanego solowca. 
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Tabela 1: Przykladowy schemat2y wienia 

 

Czas (po w1,gu) SO lowiec (mg suchej masy na 

 

rb, na dzieh) 

 

Dzieii 1 0,5 

 

Dzieh2 0,5 

 

Dzieii3 0,6 

 

Dzieii4 0,7 

 

Dziei5 0,8 

 

Dzieii 6 

 

Dzieii 7 

 

Dzieii 8 

 

Dzieii9 2,2 

 

Dzieii 10 2,8 

 

Dzieii 11 3,5 

 

Dzieii 12 4,2 

 

Dzieii 13 4,5 

 

Dzieh 14 4,8 

 

Dzieii 15 5,2 

 

Dni 16-21 5,6 

 

Ty dzieii4 7,7 

 

Ty dzieii 5 9,0 

 

Ty dzieii 6 

 

Ty dzieii7 13,5 

 

Ty dzieii 8 - u§miercenie 22,5 
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Dodatek 6 

 

PRZYKLADY KOMORY INKUBACYJNLI JA 1 

 

Prz}'klad4 

 

liikubator ten sklada si9 z prob6wki do wir6wki z przezroczystego szkla, pohczone tu1e4 

 

ze stali nierdzewnej i utrzymywanej w miejscu przez g6rn4 pokryw9§ ruby wir6wki. Mala 

 

rurka ze szkla lub stali nierdzewnej wystaje poza pokryw9 i jest umieszczona blisko 

 

zaokr4g1onego dna, delikatnie przepuszcz可4c powietrze, by podtrzyma6 jaja i ograniczy5 

 

przenoszenie si9 mi9dzy j可ami zakaeh saprofitami, ulatwia c j ednocze§nie wymian 

 

chemiczn4 mi9dzy inkubatorem a zbiornikiem. 

 

Przy/dadβ 

 

毒
〇
 

 

ー 

一 
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Inkubator ten s kada si9 ze szklanego, cylindrycznego korpusu (o§ rednicy 5 cm i wysoko§ci 

 

10 cm) i nierdzewnej siatki drucianej (0,25 p, oczko siatki - 32), kt6ra jest przymocowana 

 

do spodu korpusu za pomoc4 pier§cienia PTFE. hikubatory mocuje s i9 do zbiornlk6w na 

 

prowadnicy i potrz4sa pionowo (w amplitudzie okolo 5 cm) w odpowiednim cyklu (okolo 

 

raz na 4 sekundy) dia jaj ry之anki j apofiskie. 
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Dodatek 7 

 

SCHEMATPRZEDSTAWIAI4CY L4CZNIE I RoZPRZESTRZENIANIE KONTRPROB 

 

METOD4 BA DAWCZ4 MEOGRT 

 

Rys. 1: L4czene i rozprzestrzenianie kntrpr6b me td4 badawz4 MEhGRT. Rysunek przedstawia 

 

jeden zabieg lub % prby kontrolnej. Z powodu pokczenia, w trakcie badania t2sami,6 kntrpr6by 

 

nie jest c i4gla. Na1e2y zauwa2メ, ze pj9cie, jaja" odnosi s i9 do 2y wtnch, zaptodnionych jaj 

 

(r6wnowa2nch z zarodkami). 
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Zabiegi i opracowywanie kontrpr6b 

 

Na podstawie metody badawczej zaleca s i9, aby w pi9ciu zabiegach z u2yciem badanej 

 

substancji chemicznej wykorzystano material czysty technicznie oraz pr6b9 kontro1n4 

 

uemn4. Liczba kntrpr6b na zabieg w trakcie MEOGRT jest zmienna, a liczba kontrprb w 

 

grupie kontrolnej stanowi dwukrtno§6 k2dego zabiegu z uyciem badanej substancji 

 

chemicznej. W pokoleniu FO ka2d zabieg z uyciem badanej substancji chemicznej 

 

obejmujes ze§5 kontrpr6b, natomiast zabieg w pr6bie kontrolnej ujemnej obejmuje 12 

 

kontrpr6b. Zdecydowanie odradza si9 wykorzystywania rozpuszczalnikw, a w razie ich 

 

u2ycia, w sprawozdaniu MEOGRT nale2y zawrze6 uzasadnienie dotycz4ce zastosowania 

 

oraz wyboru rozpuszczalnika.J e2eli wykorzystuj e si9 rozpuszczalnik, konieczne s4 r6wnie2 

 

dwa rodzaje pr6b kontrolnych: a) kontrola z rozpuszczalnikiem, oraz b) kontrolna ujemIla. 
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Ka2da z tych dw6ch grup kontrolnych powinna zawiera6 pelny zestaw kontrprb we 

 

wszystkich puiiktach harmonogramu MEOGRT. Ta struktura kontrprb pozostaje 

 

niezmieniona w calym okresie rozwojuo rganizm6w u2メych do badaii w pokoleniu Fl 

 

(oraz pokoleniu F2, do momentu w19gu). W stadium doroslym, podczas ustanawiania par 

 

hodowlanych w pokoleniu Fl, hczba kontrprb z parami hodowlanymi na zabieg powinna 

 

optymalnie z0sta5 podwojona; diatego istnieje do 12 par kontrprb w ka2dym zabiegu z 

 

u2yciem badanej substancji chemicznej oraz 24 pary kontrpr6b w grupie kontrolnej (i w 

 

razie potrzeby kolejne 24 pary kontrpr6b w pr6bie kontrolnej z rozpuszczalnikiem). 

 

0kre§1enia wlgu zarodkw pochodz4cych z tana par z pokolenia Fl dokonuje si9 na 

 

podstawie takiej samej struktury kontnprb jak w przypadku zarodk6w pochodz4cych z tarla 

 

par z pokolenia FO, tzn. pocz4tkowo s ze§5 kontrpr6b na zabieg z uyciem badanej substancji 

 

chemicznei i 12 kntwr6b w g ruiie kontnolnei lub w g ruach kontnolnvch. 
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Dodatek 8 

 

ZLICZANIE BRODAWEK PLET WY 0DBY0W I 

 

Gl6wne materialy i odczynniki 

 

Mikroskop stereoskopowy (z dol4czon4 o p可onaln4 kamer4) 

 

Utrwalacz (np. utrwalacz Davidsona (nie zaleca s i9 stosowania utrwalacza Boumna)),je2 eli 

 

nie prowadzi s i9 zliczania na podstawie obrazowania 

 

1'rocedury 

 

Po autopsji na1e2y zobrazowa6 p1etw9 o d界ow4, aby umo21iwi6 wygodne zliczanie jej 

 

brodawek. C hocia2 ziczanie na podstawie obrazowania jest za1ecan4 m etod4, pletw9 

 

o dメow4 mo2na utrwa1k s tosu4c przez okolo minut9 utrwalacz Davidsona lub inny 

 

odpowiedni utrwalacz. Istotne jest, aby w trakcie utrwalania pletw9 o db界ow4 trzyma5 w 

 

pozycji plaskiej,c o ulatwi zliczanie brodawek. Ciala posiad喚ce p1etw9 o dbメow4 mo2na 

 

do czasu analizy przechowywa6 w utrwalaczu Davidsona lub imlym odpowiednim 

 

utrwalaczu. Na1e2y zliczメ liczb9 plメek 14cz4cych (zob. rys. 1) zawier可4cych brodawki, 

 

kt6re wystj4 z tylnego obrze2a plytki 14cz4ce. 

 

Rvs. 1: Brodawki Dletwv odbvtowei 

 

粟にBrodawkihi 

 

� 

 

Piytki Iac zace 

 

' ‘一�了ー’ 

 

元三に 

 

にな・ 
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Dodatek 9 

 

SZCZEGOLOWY HARMONOGRAM BADANIA MEOGRT 

 

Tygodnie badania 1-3 (FO) 

 

Ryby w okresie tana z pokolenia FO, kt6re spelnily kryteria kwalifikacji (zob. pkt 16-20), 

 

めy u o21iwi5 rozw可 garnet i tkanek gonad,s4 przez trzy tygodnie na ra2ane na dzialanie 

 

badanej substancji chemicznej. W ka2dm skopiowanym zbiorniku mie§ci si9 jedna para 

 

hodowlana ryb (para hodowlana sarnica XX - samiec XY). Przez 21 kolejnych dni, 

 

poczyn可4c od 1. dnia badania, z1o2one jaja zbiera si9 , liczy i ocenia pod k4tem plodno§ci. 

 

Tydzieh badania 4 (pokolenia FO i Fl) 

 

Najlepiej,j e2e1i zaplodnione i 2y wotne jaja (zarodki) zbierze s i9 jednego dnia; je2e1i jednak 

 

liczba zanodk6w jest niewystarczjca, na1e之y je zebra5 w c i4gu dw6ch dni.J e2e1i zbierze 

 

si9 je w c i4gu dw6ch dni, wszystkie zarodki w ramach zabiegu, kt6re zebrano pierwszego 

 

dnia,sa hczone z zarodkami zebranymi drugiego dnia. Nast9pnie wszystkie pokczone 

 

zarodki z ka2dego zabiegu losowo rozdziela s i9 do ka2dego inkubatora kontrpr6by po 20 

 

zarodk6w na iiikubator.Smie rte1no§6 zaplodnionych jaj (zarodk6w) sprawdza s i9 i 

 

odnotowuje codziennie. Martwe jaja usuwa s i9 z inkubtor6w (§mier zaplodnionych jaj 

 

mo2na wykr6, w s zczeg61no§ci we wczesnych stadiach, poprzez znacz4c4 utrat 

 

przezroczysto§ci i zmian9 zabarwienia s powodowan4 koagu1a可4 lub s tr4caniem bialek, 

 

przez co jajas t可4 si9 biale i nieprzezroczyste; OECD nr 210). 

 

Uwaga: J e2e1i pojedynczy zabieg wymaga drugiego dnia zbiorw, wszystkie zabiegi (w tyr 

 

pr6by kontrolne) na1e2y podda6 tej procedurze. W przypadku gdy po drugim dniu zbior6w 

 

liczba zarodk6w na zabieg jest niewystarzj4ca i nie pozwala na rozmieszczenie 20 

 

zarodk6w na in kubtor, na1e2y w6wczas zmniejs zメ 1iczb9 zarodk6w rozrnieszczonych w 

 

ramach tego konkretnego zabiegu do 15 zarodk6w na inkubator.J e之e1i nie ma 

 

wystarcza 4cj liczby zarodk6w, aby rozmie§ci6 je po 15 na inkubator, na1e2y w6wczas 

 

zniieszy5 1iczb9 inkubatorw do takiej, przy kt6rej wystarczy zanodk6w do 

 

rozmieszczenia po 15 na inkubator. Ponadto w pokoleniu FO mo2 na doda6 wi9cj par 

 

hodowlanych na zabieg i prby kontrolne, aby wytworzメ wi9ce jaj i os i4gn45 zalecane 20 

 

jaj na kontrpr6b9. 

 

W 24. dniu badania pary hodowlane z pokolenia FO u§miera s i9 w s pos6b humanitarriy i 

 

odnotowuje s i9 ich mas9 i dlugo§6. W nazie potrzeby pary hodow1ane z pokolenia FO mo2na 

 

utrzyma5 przez dodatkowe 1-2 dni, aby ponownie ustanowi6 pokolenie Fl. 

 

Tygodnie badania 5-6 (Fl) 

 

Dzieh do dw6ch dni przed przewidywanym rozpocz9ciem w19gu nale2y zaprzesta6 

 

poruszania inkubowanymi jajami 1ub ograniczy5 je, aby usprawni6 wy19g. Z uwagi na fakt, 

 

2e zarodki wk1uwai s i9 kadego dnia, narybek hczy s i9 wedlug zabiegu i systematycznie 

 

irzenosi do kadego zbiornika zawieraiacego kontrprbe z larwami w ramach konkretneao 
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zabiegu i w i 1o§ci nie wi9ksze ni2 12 osob nikw z wy19gu. Dokonuje s i9 tegl poprzez 

 

lisowy wb6r narybku i umieszczenie pojedynczych os obnik6w w nast9pu4cych po sobie 

 

kontrpr6bach w losowym pobieraniu, przechodz4c w ten sposbb przez poszczeg6lne 

 

kontrpr6by poddane zabiegowi, a2 dl momentu, gdy wszystkie kontrpr6by w ramach 

 

zabiegu b9d4 mialy zawieraly 12 osobnik6w z w1gu.J e2e1i liczba osobnik6w w wy19gu 

 

nie jest wystarcz可4ca, by wypelni6 wszystkie kontrpr6by,na 1e2y w6wczas dopi1now, aby 

 

jakn jwi9ce kontrpr6b posiadalo 12 os obnik6w z w19gu w eetu ustanowienia pokolerna 

 

FL 

 

Jaja, z kt6rych w czasie b9d4cym dwu rotno§ci4 mediany dnia wy19gu w prbie kontrolnej 

 

nie wykiuly s i9 miode, uznaje si9 za niezdolne dl 2yc ia i ldrzuca. Licz9 osobnik6w z 

 

w19gu rejestrujes i9, a w ka2de klntrpr6bie wylicza s i9 s kuteczno§6 wy19gu 

 

(wl9gowo§6). 

 

Tygodnie badania 7-11 (F1) 

 

Prze2ywa1no§6 ryb w fazie larwalnej w przypadku wszystkich kontrprb sprawdza s i9 i 

 

odnotowuje codziennie. W 43. dniu badania odnotowuje si9 1iczb9 ryb, kt6re prze24y w 

 

ka2dej kontrpr6bie, a tak2e pocz4tkow4 1icz9 narybku umieszczonegl w kontrprbie 

 

(nominalnie dwana§cie). Pozwata to na obliezenie odsetka prze2ywalno§ci Id w1gu do 

 

stadium niepelnej djrz証o§ci. 

 

Tygodnie badania (Fl) 

 

W dniach badania 78-85 pobiera s i9 niewielkq pr6bk9 z pletwy ogonowej ka2de ryby, aby 

 

okre§li6 p1e6 genetyczn4 osobnika (np. znakowanie przez obcinanie pletw) w odniesieniu do 

 

wszystkich ryb. Informacje te wykorzystywane s4 do ustanawiania par hodowlanych. 

 

W ci4 gu trzech dni od o kre§1enia pici genetycznej, ustanawia si9 losowo 12 par 

 

hodowlanych na zabieg i 24 pary hodowlane na pr6b9 kontroln4. Z kadej kntrprby 

 

wybiera si9 losowo dwie ryby XX i dwie ryby XY i hczy wedhig pici,a nast9pnie ryby 

 

wybiera s i9 losowo w eetu ustanowienia pary hodowlanej (np. para XX-XY). 

 

Wykorzystuj4c je dn4 par9 hodow1an4 na kontrpr6b9, ustanawia si9 co najmniej 12 

 

kontrpr6b na zabieg oraz 24 kontrprby w odniesieniu do prby kontrolnej.J e之e1 

 

kontrpr6ba nie zawiera dw6ch ryb posiada4cych chromosomy XX albo XY, kt6re mo2na 

 

pohczy'5, w6wczas z innych kontrprb w ramach zabiegu na1e之y pozyska6 ryb9 z 

 

odpowiednim genotypem pici. 

 

Pozostale ryby (maksimum 8 ryb na kontrpr6b9) u§mierca si9 w spos6b humanitarny i 

 

pobiera s i9 z nich pr6bki pod ktem zbadania punkt6w koiicowych os obnik6w nie w pelni 

 

dojrzalych. Dane dry (XX lub XY) dotycz4ce wszystkich pr6bek osobnik6w nie w pelni 

 

dojrzatych zachowuje si9 w celu zapewnienia, aby wszystkie dane dotycz4ce purikt6w 

 

koficowych odnosily si9 do pici genetycznej ka2dej pojedynczej ryby. 

 

Tygodnie badania 13-14 (F1) 
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Nara2enie kontynuujes i9, gdy nie w pelni dojrzale pary hodowlane przekszt証c可4s i9 w 

 

osobniki dorosle. W 98. dniu badania (ti. w dniu przed rozpocz9ciem zbierania jaj) jaja 

 

usuwa s i9 zar6wno z a kwari6w, jak i z samic. 

 

Tygodnie badania 15-17 (F1) 

 

Zio2one jaja pobiera si9 codzieimie prze 21 kolejnych dni w ka2dj pr6bie i ocenia pod 

 

wzg1dem potencjalu reprodukcyjnego i p1dno§ci. 

 

Tydzie血 badania 18 (powt6rzenie tygodnia badania 4) (F1 i F2) 

 

Rano 120. dnia badania jaja s4 zbierane z ka2dego zbiornika kontrpr6by. Zebrane jaja 

 

poddaje s i9 ocenie, a zapiodnione jaja (po usuni9ciu wl6kien) ka之dj pary hodowlanej 

 

blczone wedlug zabiegu i systematycznie rozdzielane do kom6r inkubacyjnych z jajami 

 

po 20 zaplodnionych jaj na inkubator. hikubatory m o之na uie§ci6 w oddzielnych 

 

"zbiornikach inkubtor6w" zakiadanych dia ka2dego zabiegu lub w zbiomiku z kontrpr6b4, 

 

w kt6rm po w19gu znjd4 si9 wykiute larwy. Najlepiej zbiera5 zarodki jednego dnia; 

 

je之e1i jednak nie ma wystarcz可4cej liczby zarodk6w, mo2na je zebra6 w c i4gu dw6ch dni. 

 

W przypadku gdy s4 zbierane w c i4gu dw6ch dni, wszystkie zarodki poddane dzialaniu 

 

substancji, kt6re zebrano pierwszego dnia,s4 kczone z zarodkami zebranymi drugiego dnia. 

 

Nast9pnie wszystkie pohczone zarodki z ka2dego zabiegu iosowo rozdziela si9 do kadego 

 

inkubatora kontrpr6by po 20 zarodk6w na inkubator. Uwaga: J e2e1i pojedynczy zabieg 

 

wymaga drugiego dnia zbior6w, wszystkie zabiegi (w tyr pr6by kontrolne)n a1e2y podda6 

 

tej procedurze. w przypadku gdy po drugim dniu zbierania zarodk6w iiczba zardk6w 

 

przypad可4cych na zabieg nie jest odpowiednia, aby rozie§ci6 je po 20 na inkubator, 

 

nale2y znmiejs z6 1iczb9 zarodk6w rozmieszczonych w ramach tego konkretnego zabiegu 

 

do 15 zarodk6w na inkubator. W przypadku gdy nie ma wystarczajc可 liczby zardk6w, 

 

aby rozmie§ci6 je po 15 na inkubator, nale之y zmnieszy5 l iczb9 inkubatorw z kontrpr6b4 

 

do takiej, przy kt6rel liczba zarodk6w wystarczy do rozmieszczenia po 15 na inkubator. 

 

121. dnia badania (lub 122. dnia badania, aby zapewni5 prawidlowe rozpocz9cie F2), pary 

 

hodowlane Fl humanitarnie s i9 u§mierca i bada pod ktem pukt6w koiicowch osobnik6w 

 

doroslych. W razie potrzeby pary hodowlane Fl mo之na utrzyma6 przez dodatkowe 1-2 dni, 

 

aby wznowi6 F2. 

 

Tygodnie badania 19-20 (F2) 

 

Dziei do dw6ch dni przed przewidywanym rozpocz9ciem w1gu na ie2y zaprzesta6 

 

poruszania inkubowanymi jajami lub ograniczy6 je, aby usprawni5 w19g. W przypadku 

 

gdy badanie koiiczy s i9 w1giem F2, ka2dego dnia ruody narybek liczy s i9 i usuwa. 

 

(Zarodki, z kt6rch nie w19g1 si9 narybek po przed1u2onym czasie inkubacji, 

 

defmiowanym jako dwukroto§6 mediany dnia wyi9gu w pr6bie kontrolnej, uznajes i9 za 

 

niezdolne do 2yci a). 
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Dodatek 10 

 

ANALIZA STAT YSTYCZNA 

 

Rodzaje danych bioiogicznych uzyskanych przy pomocy MEOGRT nie s4 dia niego 

 

niepowtarzalne i, z wi4tkiem danych dotcz4cych patologii, opracowano wiele 

 

odpowiednich metod statystycznych w celu w1a§ciwe anaiizy podobnych danych w 

 

zaie2no§ci od ich charakterystyki, w tyr no rmaino§ci,j e dnorodno§ci wariancji, tegl, czy 

 

projekt badania nadaje si9 do testowania hipotez lub analizy regresji, test6w 

 

pararetrycznych i nieparametrycznych itp. Zasadniczo sugerowane analizy statystyczne s4 

 

zgodne z zaleceniami OECD dotycz4cymi danych na temat ekotoksyczno§ci (OECD 2006), 

 

a schemat decyzyjny dotvczacv analizV danvch MEOGRT p rzedstawiono na rvs. 2. 

 

Zaldada s i9,之 e n可cz9§cie zbiory danych b9d wykazywaly reakcje monotoniczne. Ponadto 

 

nale2y rozwaメ kwesti9 u2ycia jednostromiego testu statystycznego w por6wnaniu z 

 

dwustronnym tester statystycznym. Zaleca si 9 u之ycie testu jednostronnego, o ile nie 

 

istnieje uzasadnienie biologiczne, kt6re sprawia,2 e test jednostronny jest nieodpowiedni. 

 

Chocia之 w niniejszej sekcji zaieca si9 pewne testy statystyczne,j e之eli opracowane zostan 

 

bardziej odpowiednie lub silniej sze metody statystyczne do sti sowania w odniesieniu do 

 

koiikretnych danych uzyskanych przy u之yciu MEOGRT, naie2y uyw議 tych test6w 

 

statystycznych w celu wykorzystania tych przewag. 

 

Dane MEOGRT nale2y a nalizowa6 oddzielnie dia kad可 pici genetycznej. Istniej4 dwie 

 

strategie analizy danych dotycz4cych ryb o o dwr6conej pici (albo samc6 w XX, albo samic 

 

XY). 1)Mo2 na usun46 dane dotcz4ce ryb o o dwrcon可 pici z calego testi o pr6cz 

 

cz9sto§ci wyst9powania o dwrcone pici w ka2de kontrprbie. 2)M o之na zostawi5 dane 

 

dotycz4ce wszystkich ryb o o dwr6conj pici w zbiorze danych i przeprwadzi6 aaiiz9 na 

 

r,odstawie aenotyDu. 

 

Dane histopatologiczne 

 

Dane histopatologiczne zglasza s i9 w postaci stopni nasilenia zmian, ocenianych przy 

 

pomocy nowo opracowanej procedury statystycznej, testu Rao-Scotta Cochrane'a-

Armitage'a by S 1ices (RSCABS) (Green e t al., 2014). Poprawka Rao-Scott zachowuje 

 

informacje dotycz叩e powt6rzefi testi; procedura by 1ices uwzgl9dnia przewidywanie 

 

biologiczne, 之 e stopiefi nasiienia zmian zazwyczaj r§nie wraz z rosn4cym badanym 

 

st92eniem. Dia ka2de diagnozy wynik RSCABS okre§la, kt6re zabiegi m可4 w戸sz4 

 

cz9sto§5 wyst9powaia patologii ni2 prby kontroine i zwi4zan z nimi poziom nasilenia. 

 

Dane dotcz4ce potencj alu reprodukcyj nego 

 

Analizy danych dotycz4cych potencjalu reprodukcyjnego ob可mu test regresyjny 

 

Jonckheere'a-Terpstra iub Williamsa, aby okre§ik efekty poddania dzialaniu substancji, pod 

 

warunkiem 2 e dane s4 zgodne z monotoniczn4 zale2no§ci4 s t92enie-odpowied2. Przy 

 

pomocy testi regresyjnego dokonuje si9 wszystkich por6wnah na poziomie istotno§ci 0,05, 

 

nie bior4c poprawki na 1iczb9 porwna. Zakiada si9 s pjno§6 danych z monotoniczn4 
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za1e2no§ci4 s t92enie-odpowied, ale mo2na to zweryfikowa6 albo przy pomocy kontroli 

 

wzrokowej danych, albo przy pomocy konstrukcji liniowych i kwadratowych kontrast6w 

 

Srednich zabiegu po uszeregowaniu danych wediug kategorii. Test trendu uznajesi9 za 

 

wykonany, chyba 2 e kontrast kwadratowy jest istotny, a kontrast liniowy nie. W 

 

pozostalych przypadkach do okre§lenia efekt6w zabiegu u2ywa si9 testu Dunnetta,j e2eli 

 

dane ln可4 rozklad normalny o jednorodnej wariancji.Je2 eli te wymogi nie s4 spelnione, 

 

u2ywa s i9 testu Dunna z poprawk4 Bonferonniego-Hoima. Wszystkie wskazane testy 

 

przeprowadza s i9 niezale2nie od dowolnego og6inego testu F lub testu Kniskala-Wallisa. 

 

Szczeg61owe informacjem o之na znale乞5 w OECD 2006. 

 

Mo2na wykorzystywa6 metody alternatywne, takie jak uog6lniony model liniowy z b 19dam 

 

Pois sona dia liczby jaj (bez transformacji),j e2eii jest to uzasadnione statystycznie (Cameron 

 

i Trividi, 2013). W przypadku u2ycia metody aiternatywnej, zaleca si9 skorzystanie z 

 

doradztwa statystycznego. 

 

Codzienne zliczanie jaj przy jednym pokoleniu 

 

Model ANOVA wyznacza s i9 nast9pu4co: Y=Czas*Czas + Zabieg + *zabieg + 

 

Czas*Zabieg + *Czas*zabieg, przy efektach losowych:Ko ntrpr6ba (Pokolenie*Zabieg) i 

 

Czas*Kontrpr6ba (Zabieg), dopuszczjc nierwne komponenty wariancyjne obu rodzaj6w 

 

u wszystkich pokolefi. Czas oznacza tutajc z9stot1iwo§6 zliczania jaj (np. dzieii lub tdzie). 

 

Jest to analiza po1eg可4ca na powtarzaniu pomiar6w, w kt6r可 korelacje m i9dz 

 

obserwacj ami tych samych kontrprb stanowi4 przyczyn9 pomiarowo powtarzalnego 

 

charakteru danych. 

 

Efekty gi6wne zabiegu sprawdza si9 przy pomocy testu Dunnetta (iub Dunnetta-Isu), w 

 

kt6ry uwzgl9dnia s i9 1iczb9 porwna1i. Nale2y uwzgl9dni6 efekt gl6wny pokolenia lub 

 

ezasu, poniewa之 przy tych dw6ch czynnikach nie istnieje poziom kontrolny, a ka2da para 

 

poziom6w stanowi potencjalnie poszukiwane por6wnanie. W odniesieniu do tych dw6ch 

 

efekt6w gh5wnych, w przypadku gdy test F dia efektu gl6wnego jest istotny na poziomie 

 

0,05, wtedy por6wnania tego czynnika w parach na wszystkich poziomach tego czynnika 

 

mogu by5 testowane na poziomie 0,05 bez dodatkowej korekty. 

 

Model obejmuje interakcje dw6ch i trzech c zylmik6w, aby efekt gl6wny, np. dia czasu, nie 

 

byl istotny, pomimo istotnego wplywu czasu na wyniki. Diatego j e2e1i interakcja dw6ch iub 

 

trzech c zynnik6w ob可mu4ca czas jest istotna na poziomie 0,05, wtedy por6wnania ilo§ci 

 

czasu na poziomie istotno§ci 0,05 mo之na przカ45 bez dodatkowej korekty. 

 

Nast9pne s4 testy F istotno§ci zabiegu w czasie, tzw.c z9§ci w tabeli ANOVA.J e2eli na 

 

przyklad c z9§5 ob可mu ca pokoienie Fl i czas 12 j est istotna na poziomie 0,05, por6wnania 

 

par dla zabiegu obemu4cego pokolenie Fl i czas 12 mo2na przガ46 na poziomie i stotno§ci 

 

0,05 bez dodatkowej korekty. Podobne twierdzenia maj zastosowanie wzgi9dem test6w 

 

czasu obejmuj4cych Fl i zabieg oraz pokolenia w czasie i poddanego zabiegowi. 

 

Ponadto w przypadku por6wnah nie n a1e24cyh do 2 adn可 z pow弾szych kategorii nale2y 

 

uwzgledni5 korekte Bo nferrnie go-Ho1ma dotyczaca warto§ci D.S zcze261owe informacie 
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na temat analizy pow戸szych modeli zn du4 s i9 w locking (1985) oraz Hochberg 

 

Tamhane (1987). 

 

Alternatywnie surowe dane s4 odnotowywane i prezentowane w sprawozdaniu z badah jako 

 

potencial reprodukcyjny (liczba jaj) na kontrprb9 na dzieh. Na1e2y o bliczメ§ redn 

 

kontrpr6by surowych danych, a nast9pnie zastosowa5 przeksztalcenie pierwiastka 

 

kwadratowego. Je dnoczynnikow4 ANOVA§ rednich kontrprb po przeksztalceniu nale2y 

 

ob1icza5 zgodnie z kontrastami Durmetta. Pomocna mo2e s i9 o kaza6 tak之e kontrola 

 

wzrokowa danych dotyczacych potencj ahi reprodukcyjnego przy ka2dm zabiegu lub 

 

kontrpr6bie przy pomocy wykresu punktowego, pokazuj4cego dane w czasie. Umo2liwi to 

 

niefrmaln4 oc en9 potencjalnych e fkt6w w czasie. 

 

Wszystkie pozostale dane biologiczne 

 

Analizy statystyczne oparte s4 na podstawowym zlo2eniu, 2e przy odpowiednim doborze 

 

dawki dane b9d4 monotoniczne. Diatego zaklada sig,2e dane sa monotoniczne i s4 

 

formalnie badane pod ktem monotonicznoSci przy u2yciu kontrast6w liniowych i 

 

kwadratowych. W przypadku gdy dane s4 monotoniczne, za1eca s i9 przeprowadzenie testi 

 

Jonckheere'a-Terpstra na trendzie median kontrpr6by (zgodnie z zaleceniami OECD 2006). 

 

Je2eli kontrast kwadratowy jest istotny, a kontrast liniowy nie, dane uznaje si9 za 

 

niemonotoniczne. 

 

W przypadku gdy dane nie s4 monotoniczne, w s zczeg6lno§ci z powodu obni之on可 reakcji 

 

jednego lub dw6ch zbieg6w o njw戸szych warto§ciach, nale2y rozwa2y6 zredukowanie 

 

zbioru danych tak, aby przeprowadzi6 a na1iz9 bez tych zbieg6w. Decyz9 nale2y podj46, 

 

uwzgldni喚c fchow4 o pini9 i wszystkie dost9pne dane,s zczeg6lnie te wskazujqce na 

 

widoczn4 toksyczno§6 na tych poziomach zbieg6w. 

 

W odniesieniu do masy i dlugo§ci nie zaleca si9 transformacji,c hocia之 sporadycznie m og4 

 

bメ one wskazane. Zaleca si9 jednak transforma可9 1ogarytmiczn4 danych dotcz4cych 

 

witellogeniny; zaleca si9 transfr ac9 pierwiastka kwadratowego danych dotycz4cych SS C 

 

(brodawek pletwy odbytowej); zaleca si9 przeksztalcenie pierwiastkowe i arcsin danych 

 

dotycz4cych proporcjonalnego wyl9gu, procentowego prze2ycia, proporcji plci i procentu 

 

plodnych jaj. Czas do wl9gu i czas do pierwszego tana na1e2y traktowa6 jako dane 

 

dotycz4ce czasu do wyst4pienia wydarzenia, przy czym pojedyncze zarodki, kt6re nie 

 

wlg1y si9 w o kre§lonm czasie, lub kontrpr6by, w kt6rych nigdy nie doszlo do tarla, 

 

traktowane s4 jako dane uci9te prawostronnie. Czas do wyl9gu nale2y o blicza6 z mediany 

 

dnia wl9gu ka2dej kontrpr6by. Pow2sze punkty koiicowe nale2y analizowa6 przy u2yciu 

 

modelu mi eszanego Dro1orcionalnego hazardu Coxa. 

 

Dane biologiczne z prbek osobnik6w doroslych obejmuj4 jeden pomiar na kontrprb' 

 

w akwarium z kntrprb4 utrzymuje si9 jedn4 ryb9 XX i jedn4 rb9 XY. W zwi4zku z 

 

zaleca si9 przeprowadzenie jednoczynnikowej ANOVA na§ rednich kontrpr6b. 

 

gdy spelnione s4 zalo2enia ANOVA (normalno§6 i jednorodno§6 wariancji 

 

przyp 

 

ocenione na podstawie reszt z ANOVA odpowiednio przy u2yciu testi S hapiro-Wilksa i 

 

testi Levene'a), nale2y u2y6 kontrast6w Dunnetta doo kne§1enia zabieg6w, kt6re r2nily si9 
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od pr6by kontrolnej. Z drugiej strony,je2e 1i z証o2enia ANOVA nie s4 spelnione,na le2y 

 

przeprowadzi5 test Dunna, abyo kre§16, kt6re zabiegi r62ni1y si9 od pr6by kontrolnej. 

 

Podobn4 procedur9 zaleca s i9 wzg19dem danych u9tych w formie procent6w (p1odno§6, 

 

w19g i prze2y'va1no§6). 

 

Dane bioiogiczne otrzymane z prbek oso bnik6w nie w peini dojrzalych o bemu 1-8 

 

pomiar6w na kontrpr6b9, tj. liczby oso bnik6w, na podstawie kt6rch oblicza si9§ redn 

 

kontrpr6by dia ka2de pici genetycznej, mogq by 5 zmienne. Diatego zaleca s i9 

 

wykorzystanie kontrast6w Dunnetta po u2yciu mieszanego modelu ANOVA,je2e 1 

 

spelniono zaio之enia norma1no§ci i j ednorodo§ci wariancji (w odniesieniu do reszt 

 

mieszanego modelu ANOVA).J e2e1i nie zostaly one speinione, na1e2y przeprowadzi6 test 

 

Dunna, aby o kre§1i6, kt6re zabiegi r6之ni1y s i9 od prby kontrolnej. 

 

Rys. 2:Sc hemt dzialah do analiz danych MEhGRT dia zaiccanych procedur statystycznych 

 

Rodzaj danych 

 

4 

 

Potenc]at 

 

reprodukcyjny 

 

v 

 

Bibliografia 

 

4 

 

Czas do 

 

zdarzenia 

 

Model 

 

mieszany Coxa 

 

4 

 

Inne punkty 

 

koi'icowe 

 

「 申 

 

N旧 

 

Osobnik dorosty 

 

十 

 

Wick w momencie 

 

pobrania prdbek 

 

Osobnik nie w 

 

pegni d可rza~ 

 

Model mieszany z 

 

wykorzystaniem 

 

廿anshrmat0 

 

prim 

 

v 

 

S petnia zatodenia 

 

dotczace normalnog( 

 

]ednorodnogci 

 

N旧 

 

→
画
 

 
(1) OECD (2014). Current Approaches in the S tatisticai Analysis of Ecotoxicity 

 

Data: A guidance to application (zahczniki do tej publikacji s tanowi4 

 

osobny dokument). Pary2: OECD Publishing. 

 

(2) Cameron AC i Trivedi 

 

edition, Econometric 

 

Press. 

 

PK (2013). Regression Analysis of Count Data, 2nd 

 

society Monograph No 53, Cambridge University 

 

578 

 



D060575102 

 

(3) Hocking RR (1985). The Analysis of Linear Models, Monterey, CA 

 

Brooks/Cole. 

 

(4) Hochberg Y i Tamhane AC (1987). Multiple Comparison Procedures. Jur 

 

Wiley and S ons, New York. 

 

579 

 



D060575102 

 

C.53 TEST WZROSTU I R0ZW0iU PLAZOW W sTADIUM LARWALNYM (LAGDA) 

 

WPROWADZENIE 

 

1. Niniejsza metida badawcza jest r6wniwana metidzie ipisanej w ditycz4ce badah 

 

w外ycznej OECD nr 241 (2015). K inieczni§6 ipraciwania i walidacji testu 

 

u i21iwi可4cego o kre§1enie i opisanie niekirzystnych skutk6w n ara2enia plazw na 

 

dzialanie tiksycznych substancji chemicznych wynika z ibawy,之e§ rodowiskiwe piziimy 

 

substancji chemicznych mig4 wywi1ywa6 dzialania n iepi24dae zar6wni u ludzi, jak i 

 

zwierzt wilni之ガacyc h. W w界ycznej OECD dotycz4c可 testu wzristu i rizwiju piaz6w 

 

w stadium larwainym (LAGDA) ipisani badanie tiksyczno§ci z udziatem gatunku 

 

piaz6w, w ramach kt6regi analizuje s i9 wzrost i rizw可 id mimentu zaplidnienia do 

 

wczesnegi etapu miidicianego stadium 2yc ia. W teScie tyr (trwa4cym zazwyczaj 16 

 

tygodni) icenia si9 rizw可 na wczesnym etapie, przeibraenie, prze2ywa1ni§5, wzrist i 

 

c z9§ciiw, dirza1o§6 p1ciiw4. Umi21iwia in r6wnie2 piniar wszystkich pizostalych 

 

punkt6w ki五ciwych, ci pizwala na przepriwadzenie iceny diagnistycznej substancji, ci 

 

di kt6rych pidejrzewa si9,2 e mig4 zaburza6 funkcjiniwanie ukiadu hirminalnego, lub 

 

innych typ6w substancji tiksycznych zaburza4cych funkcjiniwanie ukiadu rizridczegi i 

 

rizw可.S pis6b opisany w niniejszej metidzie badawczej wywidzi s i9 z prac 

 

walidacyjnych dotcz4cych platany szpiniastej (lac. Xenopus laevis), przepriwadzonych 

 

przez Agen可9 Ochriny S ridiwiska s ta6w Zjedniczinych (EPA) przy wsparciu Japinii 

 

(1). Mimi之e inne gatunki piaz6w mi2na przystosiwa6 di protikilu badania wzristu i 

 

rizwiju, kt6rego wa之nym elementer jest mi2lwi§6 ikre§lenia pici genetycznej, 

 

kinkretne metidy i punkty kotcowe ibserwacji wyszczeg6lniine w niniejszej metodzie 

 

badawczej m可4 zastisiwanie whcznie di platany szpiniastej. 

 

2. Test LAGDA jest ditycz4cym plaz6w badaniem w弾szegi rz9du, kt6re stisujes i9 di 

 

pizyskania bardziej wczerpuj4cych infirmacji na temat szkidliwych s kutk6w w 

 

kintek§cie zaie2ni§ci st92enie-idpiwied2 i kt6re jest idpiwiednie di ikre§ienia i ipisania 

 

zagro2eii iraz di iceny ryzyka dia§ ridiwiska. Test wpasiwuje si9 w piziim 4 ram 

 

kincepcyjnych OECD w zakresie badania i iceny substancji zaburza4cych 

 

funkcjiniwanie ukiadu hirminainegi (afg. OECD Conceptual Framework fir Testing 

 

and AssessmentげEndocrine Disrupters), gdzie testy in vivo r6wnie2 distarcz可4danych 

 

na temat dziaiah niepi24danych ditycz4cych punkt6w koiiciwych istitnych pid 

 

wzgi9der hirminainyr (2). Og6lny schemat di§wiadcza1ny ibejmuje na ra2enie 

 

zarodk6w platany szpiniastej w 8.-10, stadium wedhig Nieuwkoipa i Fabera (NF) (3) na 

 

dzialanie ci najmniej czterech r62nych s t92eh badanej substancji chemicznej (zazwyczaj w 

 

idst9pach ci najmniej p6llogarytnicznych) iraz pr6b9 kontri1n4 (pr6by kintrile) do 

 

uDivniecia 10 tvgidni D i medianie czasu votrzebnegi do os iagniecia 62. stadium wed1ug 
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Nieuwkoopa i Fabera w pr6bie kontrolnej, jak r6wnie2 jedn4 podprbk9 pobierana' w 

 

trakcie trwania badania po osi4 gni9ciu 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera (S 45 dni 

 

po zapiodnieniu; zazwyczaj okolo 45 dnia po zapiodnieniu). W odniesieniu do ka2dego 

 

badanego s t92enia przygotowuje s i9 cztery kontrpr6by, a pr6ba kontrolna zawiera osier 

 

kontrpr6b. Punkty kohcowe oceniane podczas naraania (podczas pobierania podpr6bki w 

 

trakcie trwania badania i pobierania pr6bki kohcowj na zakoiiczenie badania)ob jmuj 

 

punkty kohcowe wskazuj4ce na toksyczno§6 o g61n4:§ mierteino§6, nietypowe zachowanie i 

 

oznaczenia wzrostu (dhigo§6 i masa), a tak2e punkty kohcowe lll j4ce c harakterzowa6 

 

okre§ione sposoby dzialania toksycznego na ukiad hormonalny ukierunkowane na procesy 

 

fizjoiogiczne pogrednioczone przez estrogen, androgen lub tarczyc9. W metodzie tej 

 

gi6wny nacisk kladzie si9 na potencj aine skutki istotne dia populacji (takie jak 

 

niekorzystny wplyw na prze之ywaino§5, rozwj, wzrost i rozrodczo§5), aby o biiczメ 

 

st92enie, przy kt6rm nie obserwuje si9 szkodiiwych zmian (NOEC), lub st9之enie 

 

efektywne powoduj4ce zmian9 mierzonego punktu kohcowego o x % (ECk). Na1e之y jednak 

 

z aznaczy5,之e metody Oparte na ECx rzadko sa' odpowiednie w przypadku du之ych bada 

 

tego rodzaju, w kt6rych zwi9kszenie iiczby badanych st92eh w ceiu umo21iwienia 

 

okre§1enia po24danego ECX mo2e by6 niepraktyczne. Naie之y r6wnie2 zaznaczメ,2e 

 

metida ta nie obejmuje samego etapu rozmna2ania. De丘nije stosowane w niniejszej 

 

metodzie badawczei przedstawiono w dodatku 1. 

 

ZALOZENIA WST1PNE I OGRANICZENIA 

 

3. Ze wzgi9du na o graniczon4 iiczb9 badanych substancji chemicznych i iaboratori6w 

 

zaanga2owanych w waiidaj9 tego do§6 zio之onego testu, szczeg6lnie ze wzgi9du na 

 

niedokumentowana' dotychczas o dtwarzaino§5 mi9dziabortorjn4 przy u2yciu danych 

 

do§wiadczainych, przewiduje s i9,之e gdy dost9pna iiczba badah b9 dzie wystarcz痕ca, aby 

 

ustali6 wplyw tego nowego projektu badania, w6wczas dotycza'ca bada w界yczna OECD 

 

nr 241 zostanie poddana przegi4dowi i w razie potrzeby zmieniona w§ wiet1e zdob界ych 

 

do§wiadczeh. Badanie LAGDA jest wa2nym tester majcym na ceiu zwr6cenie uwagi na 

 

potencj aine przyczyny spadku iiczebno§ci populacji plazw poprzez ocen9 efekt6w 

 

n ara2enia na dzialanie substancji chemicznej w czasie wra2iiwego stadium iarwalnego, 

 

podczas kt6rego wpiyw na prze2ywa1no§6 i rozwj, w tyr noruiainy rozwj narza'd6w 

 

Diciowvch. mo2e mied negatvwne skutki dia DoDuiacii. 

 

4. Badanie opracowano w ceiu wykrycia szcz界owego punktu kohcowego (punkt6w 

 

kohcowych) wynik可4cego z funkcjonowania zar6wno mechanizru horronainego, jak i 

 

mechanizr6w innych ni2 horronaine, i obejruje diagnostyczne punkty kohcowe, kt6re sa' 

 

c z9§ciowo charakterystyczne dia kiuczowych zrian hormonainych. Na1e2y zaznaczy6,2 e 

 

przed opracowanier badania LAGDA nie istnial2 aden zwer丘koway test spelnij4cy t9 

 

funkj9 w odniesieniu di piaz6w. 
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5. Wa2ne jest, aby przed rozpocz9ciem testu posiada6 informacje o wla§ciwo§ciach 

 

fizykochemicznych badanej substancj i chemicznej, w s zczeg61no§ci aby mo2 1iwe bylo 

 

tworzenie stabilnych roztwor6w chemicznych. Na1e2y r6wnie2 posiada6 odpowiednio 

 

czuhi metod9 ana lityczn4 na potrzeby wery丘ka可i s t92efi badanych substancji 

 

chemicznych. Aby zapewni6 wystarcz可4c4 roc testu na potrzeby oceny punkt6w 

 

kohcowych istotnych dia popuiacji, takich jak wzrost, rozwj i djrz旺o§5 piciowa, di testu 

 

(trwj4cego okolo 16 tygodni) potrzeba hcznie 480 zwierzt, ti. zarodk6w platany 

 

szponiastej (iub 640 zarodk6w,j e2e1i stosowana jest pr6ba kontroina z rozpuszczalnikiem). 

 

6. Przed zastosowaniem metody badawczej w badaniu regulacyjnym mieszaniny na1e2y 

 

zastanowi6 si9 fad tyr, czy wyniki uzyskane w wyniku jej stosowania b9da' mo之1iwe do 

 

zaakceptowania w odniesieniu do za1o2onego cdlu reguiacyjnego. Ponadto w niniejszym 

 

te§cie nie ocenia s i9 bezpoSrednio potencjalu reprodukcyjnego, diatego jest mo21iwe,2e 

 

nie b9dzie mo2na go zastosowa5 na etapie bardziej zaawansowanym ni之 poziom 4 ram 

 

OECD w zakresie badania i oceny substancji zaburzaj4cych 

 

ukiadu hormonainego. 

 

koncepcyjnych 

 

funkcj onowanie 

 

PODSTAWA NAUKOWA METODY BA DAWCZEI 

 

7. Znaczn4 c z9§6 naszej obecnej wiedzy dotycz4ce bioiogii plazw uzyskano przy u2yciu 

 

iaboratoryjnego gatunku modelowego, piatany szponiastej. Gatunek ten mo2na rutynowo 

 

hodowa5 w laboratorium, owula可9 mo2na wywo1a6 przy pomocy ludzkiej gonadotropiny 

 

kosm6wkowe (hCG), a stada zwierza't sa' latwo dost9pne u hodowc6w komercyjnych. 

 

8. Rozmna2anie plaz6w, jak wszystkich kr9gowc6w, jest kontrolowane przez o§ 

 

podwzgbrze-przysadka-gonady (HPG) (4). Estrogeny i androgeny sa' przeka乞nikami tego 

 

ukiadu hormonainego - ukierunkowuj4 rozw可 i flzjologi9 tkanek wkazujacych 

 

dymorfizm piciowy.Mo2 na wr62ni6 trzy etapy cyklu 2yc ia plazw, na kt6rych 

 

przedmiotowa o§ jest wjtkowo aktywna: 1) r62nicowanie gonad podczas rozwoju w 

 

stadium iarwalnym, 2) rozwj drugorz9dowych cech piciowych i dojrzewanie gonad w 

 

stadium miodocianym oraz 3) funkcjonalne rozmna2anie osobnik6w doroslych.Ka2 de z 

 

tych trzech okien rozwojowych mo2e by5 podatne na zaburzenia hormonalne powodowane 

 

przez niekt6re substancie chericzne, takie jak estrogeny i androgeny, co ostatecznie 

 

prowadzi do utraty zdolno§ci do rozmna2ania przez te organizmy. 

 

9. Rozwj gonad rozpoczyna si9 w 43. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera, w kt6rym 

 

rozpoczyna si9 rozwj bipotencjainych zawia'zk6w gonad. R62nicowanie gonad 

 

rozpoczyna si9 w 52. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera, kiedy kom6rki prapiciowe 

 

migruj4 do tkanki rdzeniowej (sarce) albo pozostaia' w okolicy korowej (samice) 

 

rozwijaj4cych s i9 gonad (3). Pierwsze zgloszenie dotycz4ce podatno§ci procesu 

 

r62nicowania ilciowego gonad na zrianv w wyniku dziaiania substancii chericznvch u 
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rodzaju Xenopus miauo miejsce w latach 50. XX wieku (5)(6). Nara2enie kijanek na 

 

dzialanie estradiolu w okresie r62nicowania gonad powoduje o dwr6cenie pici u samc6 w, 

 

kt6re w momencie o血 gni9cia doroslogci s4 w pelni funkcjonalnymi samicami (7)(8). 

 

Mo2liwe jest r6wnie2 funkcjonalne o dwr6cenie pici u samic (przeksztalcenie w samce),c o 

 

zgloszono po wszczepieniu kijance tkanki j4 dra (9). Mimo 2 e nara2enie na dzialanie 

 

inhibitora aromatazy powoduje funkcjonalne odwracanie pici r6wnie2 u afrykaiiskiej 2 by 

 

szponiastej (X. tropicalis) (10), nie wykazano, 2 e wyst9puje ono u platany szponiastej. W 

 

przesz1o§ci toksyczne oddzialywanie na r62nicowanie gonad oceniano poprzez badanie 

 

histologiczne gonad na etapie przeobra2enia, a o dwr6cenie pici stwierdzano jedynie na 

 

podstawie analizy proporcji pici. Do niedawna nie bylo mo2 liwo§ci bezpo§redniego 

 

okreglenia pici genetycznejos obnik6w z rodzaju Xenopus. Niedawne okre§lenie marker6w 

 

zwi4zanych z plci4 u platany szponiastej umo21iwia jednak okre§1enie plci genetycznej i 

 

bezpo§rednia identv丘kacie zwierzt o odwr6conei pki (1 1'). 

 

10. U samciw rozwij w s tadium miodoclanym post9pue wraz ze wzrostem poziomu 

 

testosteronu we krwi, kt6ry odpowiada za rozwj drugorz9dowych cech plciowych oraz 

 

rozwj j 4der. U samic jajniki produkuj4 estradiol,c o powoduje pij awienie s i9 

 

witellogeniny (VTG) w osoczu, witelogennych ooc界6w w jajniku i rozwj j可owod6w 

 

(12). Jajowody s tanowi4 2 eiiskie drugorz9dowe cechy plciowe, kt6re odgrywj4s woj4 rol9 

 

w procesie dojrzewania ooct6w podczas rozmna2ania. Oslonka galaretowata otacza 

 

zewn9trzn4 c z9§6 oocメ6w, gdy przechodz4 one przez j jow6d i gromadz4 s i9 w 

 

p9cherzyku jajnikowym, gotowe do zaplodnienia. Estrogeny zdaj4 s i9 regu1owa6 rozwj 

 

aowod6w, poniewa之 jest on skorelowany z poziomem estradiolu we krwi u platany 

 

szponiastej (13) i afrykaitskiej 2 aby szponiastej (12). Odnotowano rozw可 j可nik6w u 

 

s a c6w po nara2eniu na dzia1anie zwi4zk6w polichiorowanego bifenylu (14) i 4-tert-

oktylofenolu (15). 

 

Z SADA BADAMA 

 

11. Projekt badania obejmuje nara2enie drog4 wodn4 zarodk6w platany szponiastej w 8.-10. 

 

stadium wedlug Nieuwkoopa i Faberana na dzialanie czterech r62nych s t92eh badanej 

 

substancji chemicznej oraz pr6b9 kontro1n4 (pr6by kontrolne) di up1yni9cia 10 tygodni po 

 

medianie czasu potrzebnego do isi4gni9cia 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera w 

 

pr6bie kontrolnej, jak r6wnie2 jedn4 podpr6bk9 pobieran4 w trakcie trwania badania po 

 

osi4gni9ciu 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera.C hocia2 dawkowanie substancji 

 

chemicznych o silnych w1a§ciwo§ciach hydrofobowych jest r6wnie2 mo2liwe drog4 

 

pokarmow4, dotychczasowe do§wiadczenie w stosowaniu tej dro gi nara2enia w niniej szym 

 

te§cie jest niewielkie. W odniesieniu do ka2dego badanego s t92enia przygotowuje si9 

 

cztery kontrpr6by, a ka2da wykorzystana pr6ba kontrolna zawiera osier kontrpr6b. Punkty 

 

kohcowe oceniane w trakcie nara2enia obeimuia iunktv wskazuiace na toksvczno§5 og6 lna 
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(ti.§mie rte1no§5, nietypowe zachowanie i oznaczenia wzrostu (dhigo§6 i masa)), jak 

 

r6wnie2 punkty koficowe maj4ce c harakteryzowa6 o kreS1one sposoby dzialania 

 

toksycznego na ukiad hormonalny ukierunkowane na procesy丘 zologiczne po§redniczone 

 

przez estrogen, androgen lub tarczyc9 (ti. histopatologia tarczycy, histopatologia gonad i 

 

nasieniowod6w, nietypowy rozwj, witellogenina w osoczu (opcjonalnie) oraz 

 

genotypowe/fenotypowe prop orcj e pici). 

 

KRYTERIA W ZN0SCI BADANIA 

 

12. Zastosowanie mj4 nast9pu4ce kryteria wa2no§ci badania: 

 

s t92enie rozpuszczonego tienu powinno wynosi6 ?40 % wartoSci nasycenia powietrzem w 

 

trakcie badania; 

 

temperatura wody powinna mie§ci6 s i w zakresie 21 + 1。 C, a r6之nice mi9dzy 

 

kontrpr6bai i mi9dzy zabiegami nie powinny przekrcza6 1,0。C ; 

 

pH badanego roztworu n a1e之y utrzyma w przedziale 6,5-8,5, a r6之nice m i9dz 

 

kontrpr6bami i mi9dzy zabiegami nie powiniy przekracza6 0,5; 

 

powinny by6 dost9pne dowody pozw1aj4ce wkaza6,2e s t92enia badanej substancji 

 

chemicznej w roztworze utrzymano w granicach士 20 %§ redich warto§ci pomiarowych; 

 

§mi ertelno§5 w okresie nara2enia powinna wynosi6 S 20 % w ka2d可 kontrpr6bie w 

 

pr6bach kontrolnych; 

 

2y wotno§5 tana wybranego do rzpocz9cia badait powirma wynosi6と 70 %; 

 

mediana czasu potrzebnego do o si4gni9cia 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera 

 

powinna wynosi6 S 45 dni; 

 

§ rednia masa organizm6w uメych do badafi w 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera i 

 

na zakoficzenie testu w pr6bach kontrolnych i pr6bach kontrolnych z rozpuszczalnikiem 

 

Ue2eli s4 stosowane) powinna wynosh odpowiednio 1,0 + 0,2 i 11,5 + 3 g. 

 

13.C hocia2 kryterium to nie stanowi krメerium wa之no§ci, zaleca siv, aby do analizy dost9pne 

 

byly co najmniej trzy poziomy zabiegu z trzema niezakl6conymi kontrpr6bami. Nadier4 

 

§ miertelno§6, kt6ra zakl6ca zabieg, definiuje si9 jako >4 przypadki§ miertelne (>20 %) w 

 

dw6ch kontrpr6bach lub wi9kszej ich liczbie, kt6rch nie mo2na wメ1umaczメ bl9dem 

 

technicznym. Do cel6w analizy powinny by6 dost9pne co najmniej trzy poziomy zabiegu 

 

bez wra2nie widocznej toksyczno§ci. lznaki widocznej toksyczno§ci mog4 obemowa6 

 

mi9dzy innymi unoszenie si9 na powierzchni, 1e2enie na dnie zbiornika, plywanie 

 

brzuchem do g6ry lub w nieregularny s pos6b, brak wynurzania si9 na powierzchni9 oraz 

 

brak reakcji na bod2ce, nieprawid1owo§ci morfologiczne (np. zdeformowane kofczyn), 

 

krwawiace uszkodzenia i o brz9k brzucha. 
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tych 

 

aw 

 

teri6w wa2no§ci badania skutki 

 

wiaryg odno§ci wynik6w badania, 

 

14. W przypadku zaobserwowania odchylenia od 

 

o dch1eii nale2y przeana1izowa6 w odniesieniu 

 

sprawozdaniu z badania nale2y uwzg19dni5 zar6wno takie odchylenia, jak i dotycz4ce ich 

 

uwagi. 

 

OPIS METOD 

 

Aparatura 

 

15. Zwykly s prz9t laboratoryjny, w s zczeg6lno§ci: 

 

a) aparatura do regulacji temperatury (np.u rz4dzenia do ogrzewania lub chlodzenia 

 

(ustawione na temperatur9 21 + i。 C)); 

 

b) termometr; 

 

c) dwuikularowy mikroskop preparacyjny i narz9dzia preparacyjne; 

 

d) aparat cyfrowy o rozdzie1czo§ci co najnmiej 4 megapikseli i z funkcj4 mikro (w razie 

 

potrzebか 

 

e ) waga analityczna umo21iwij4ca pomiar z doklado§ci4 do 0,001 mg lub i ig; 

 

f) miernik rozpuszczonego tienu i miernik PH; 

 

g) miernik nt92enia § wiatla umo21iwi可4cy porfiar w luksach. 

 

Woda 

 

2rdoiル k記 

 

16.M o2na u2y5 ka之d可 wody rozciehczjc可, kt6ra jest dost9pna w danym miejscu (np. woda 

 

2 r6dlana lub woda wodoci4gowa prze丘ltrowana przez filtr w9glow) i kt6ra umo21wia 

 

normalny wzrost i rozwj platany szponiastej; dost9pne powimiy by6 dowody 

 

potwierdz可4ce normalny wzrost w tej wodzie. Poniewa2 jako§6 lokalnie dost9pn可 wody 

 

mo2e znacz4co r62ni6 si9 w zale2no§ci od obszaru, nale2y wkona6 analizy jako§ci wody, 

 

w s zczeg6lno§ci je2eli nie s4 dost9pne dane historyczne dotycz4ce przydatno§ci wody do 

 

hodowli larw plaz6w.Je2e li wiadomo,2e woda rozcieitczjca ma wzg19dnie s thja ko§6, 

 

przed tester lub np. co s ze§5 m iesi9cy na1e2y oznacza5 zawarto§5 metali ci昨kich (np. Cu, 

 

Pb, Zn, Hg, Cd i Ni), gl6wnych ani on6w i kation6w (np. Ca2, 1g2, Na, K, C1,s 042), 

 

pestycyd6w, zawarto§6 calkowitego w9gla organicznego i zawiesin9 og61n4. Niekt6re 

 

w1a§ciwo§ci chemiczne dopuszczalnej wody rozcieiicz可4cj wymieniono w dodatku 2. 

 

S teniepdku w hadanげwodzie 

 

17. Aby tarczyca mogla sy ntezowa5 hormony tarczycy warunkuace prawidlowy przebieg 

 

przeobra2enia, larwy powinny mied dost9p do wystarczj4ceji lo§ci zwi4zk6w jodu 

 

dostarczonych za po§rednictwem wody lub po2Vwienia. lbecnie nie istnieja 2 adne 
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okre§1one empirycznie w界yczne dotycz4ce minimalnego s t92enia jodu w po2ywieniu albo 

 

wodzie, kt6re zapewnilyby w1a§ciwy rozw可. 0b e cno§6 jodu mo2e jednak wp1y'va6 na 

 

zdolno§6 reagowania tarczycy na substancie aktywne o ddzia1ui4ce na gruczol tarczowy i 

 

wiadomo, 2e jod moduluje podstawow4 aktywno§5 tarczycy, kt6r4 na le2y uwzgldni6, 

 

interpretu4c wyniki badania histopatologicznego tarczycy. W oparciu o wcze§ni可sze 

 

prace wykazano, 2e test wykonano z powodzeniem, gdy s t92enia jodku (Iー) w wodzie 

 

rozci ehcz可 4ce wynosily od 0,5 do 10 ig/l. Najlepiej byloby, gdyby minimalne s t92enie 

 

jodku w wodzie rozciehcz可4c可 wynosilo 0,5 ig/l przez cale badanie (dodanego jako s6 l 

 

sodowa lub potasowa).Je2e 1i do badania stosowana jest woda regenerowana odtworzona z 

 

wody dej onizowanej, nale2y doda6 jod w minimalnym s t92eniu wynosz4cym 0,5F g/l. 

 

Nale2y o dnotowa6 zmierzone s t92enia jodku w badanej wodzie (ti. wodzie rozcieiiczaj4cej) 

 

oraz uzupelnienie badanej wody joder lub irnymi solari (e2eli s4 stosowane). Zawarto§6 

 

jodu m o2na r6wnie之 zmierzv6 w po之vwieniu, nie tylko w wodzie badanej. 

 

Ukiad narazenia 

 

18. Badanie opracowano przy u2yciu ukladu przeplywowego z wykorzystaniem 

 

rozciehczalnika. C z9§ci skiadowe ukiadu, kt6re maj4 kontakt z wod4, powinny by6 

 

wykonane ze szkla, stali nierdzewnej lub innych chemicznie ob j9tnych mterial6w. Jako 

 

zbiorniki do badaii naraenia na1e之y s tosowa6 akwaria wykonane ze szkla lub s tali 

 

nierdzewnej, o o bj9to§ci od okolo 4,0 do 10,0 li minimalnej gl9boko§ci wody 10-15 cm. 

 

Ukiad powinien umo21iwia6 utrzymanie wszystkich s t92ei ekspozycyjnych, pr6by 

 

kontrolnej, pr6by kontrolnej z rozpuszczalnikiem, w razie potrzeby, z czterema 

 

kotrpr6bami na ka2d zabieg i o§mioma w pr6bach kontrolnych. Nat9之enie przeplywu do 

 

ka之dego zbiornika powinno by 5 stale ze wzgldu na utrzymanie zar6wno warunk6w 

 

biologicznych, jak i nara2enia chemicznego. Zaleca si9, aby na t92enia przeplywu byly 

 

odpowiednie (np. co najmniej 5 obrot6w zbiornika dziennie), aby unik45 spadku st9之enia 

 

substancji chemicznej w wyniku metabolizmu zar6wno organizm6w u2ytch do badah, jak 

 

i mikroorganizm6w wodnych obecnych w akwariach, albo abiotycznych dr6g rozpadu 

 

(hydroliza, fotoliza) lub rozpraszania (parowanie, sorpcja). Zbiorniki zabiegowe nale2y 

 

losowo umie§ci6 w ukladzie nara2enia w celu ograniczenia ewentualnych s kutk6w 

 

wynikjcych z ich umiejscowienia, m i9dzy irmymi niewielkich r62nic temperatury, 

 

t92enia § witla itd. W celu uzyskania daiszych informacji dotycz4cych skompilowania 

 

przeplywowych uklad6w ekspozycji nale2y zapozna6 s i9 z opracowanymi przez AST 1 

 

w界ycznymi dotycz4cymi przeprowadzania badafi toksyczno§ci ostrej na materiale 

 

badawczyr przy u2yciu ryb, du2ych bezkr9gowc6w i plaz6w (Stndrd Guide for 

 

Conducting 4cute IbxiciかTests on TestA九teliaム Wi訪Fishes,Macri切vertebrates, and 

 

Ampんbians) (16). 

 

Dostarczanie substancji chemicznej: przygotowanie roztwor6w do badah 
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ukladzie nara2enia, roztw6r podstawowy badanej 

 

pomoc4 odpowiedniej 

 

na1e2y przeprowadzi6 

 

za 

 

do ukladu nara2enia 

 

19. Aby przygotowa5 roztwory do badaii w 

 

substancji chemicznej na1e2y dozowa6 

 

pompy lub innego urz4dzenia. Przed rozpocz9ciem nara2enia 

 

ka1ibra可9 nat92enia przeplywu roztworu podstawowego zgodnie z analitycznym 

 

potwierdzeniem roztworw do badai, a podczas badania nale2y je okresowo s prawdza6 

 

b9to§ciowo. Rztw6r do badah w ka2d可 komorze nale2y o dnawia6 co najmniej 5 razy 

 

dziennie. 

 

20. Metida wprowadzania badanej substancji chemicznej di ukiadu m i2e r62ni6 s i9 w 

 

za1e2ni§ci id w1a§ciwo§ci fizykichemicznych substancji. Diatego te2 przed badaniem 

 

n a1e2y uzyska6 podstawowe informacj e na temat sub stancj i chemicznej, kt6re s4 istotne z 

 

punktu widzenia o kre§1enia jej testiwa1niSci. U2メeczne informacje na temat w1aSciwi§ci 

 

konkretnych badanych substancji chemicznych ibjmu4: wz6r strukturalny, mas9 

 

c z4steczkiw4, c zystiS6,s tbi1no§6 w widzie i S wiet1e, pKa i K ~w, rozpuszcza1niS5 w 

 

widzie (naj lepiej w§ ridowisku badania) i pr92ni§6 par, jak r6wnie2 wyniki badani a 

 

szybkiej biidegradiwa1ni§ci (metida badania C .4 (17) lubC .29 (18)). Rozpuszcza1ni§6 w 

 

wodzie i pr92ni§5 par mig4 poslu之y6 di ibiczenia stalej Henry'egi, kt6ra wskae, czy 

 

istnieje prawdipidibiehstwi wyst4pienia strat wskutek pariwania badanej substancj i 

 

chemicznej. W przypadku braku infirmacji wymienionych piw,j nale2y dokiadnie 

 

rizwa2y6 zasadni§6 przeprowadzenia tegi badania, piniewa之 plan badania b9 dzie zale2a1 

 

id wla§ciwogci 丘 zkochemicznch badanej substancj i chemicznej, a brak tych danych 

 

mi2e utrudni5 interpretaj9 wynik6w badania lub s prawi6,2 e b9dq mne niezrozumiale. 

 

Dost9pna powinna b6 wiarygodna metida analityczna do oznaczania il o§ciowego badanej 

 

substancji chemicznej w roztworach ze znan4 i udokumentowa4 dokladno§ci4 oraz 

 

granica wykrwalno§ci. Rozpuszczalne w wodzie badane substancie chemiczne mo g4 by6 

 

rozpuszczone w podwie1okrotno§ciach wody rozcie1czaj4cj w s t92eniu u mo21iwiajcym 

 

osiagni9cie docelowego badanego s t92enia w ukladzie przeplywowym.S ubstanje 

 

chemiczne, kt6re m aj4 ciekly lub staly stan skupienia w temperaturze pokojowej i s4 

 

§ rednio rozpuszczalne w wodzie, mog4 wymaga5 wprowadzenia przy u2yciu saturatora 

 

ciecz-ciecz lub ciecz-cialo stale (np. z ko1umn4 wypelnion4 wat4 s zklan4) (19).C hocia2 

 

dawkowanie badanych substancji chemicznych o silnych w1a§ciwo§ciach hydrofobowych 

 

jest r6wnie之 mo之1iwe drog4 pokarmow4, do§wiadczenie w stosowaniu tej drogi na ra2enia 

 

w ninieiszvm te§cie jest niewielkie. 

 

21. Roztwory do badaii o wybranych st9之eniach przygotowuje si9 przez rozciehczenie 

 

roztworu podstawowego. Zaleca si9 przygotowanie roztworu podstawowego przez zwykle 

 

wymieszanie lub zbeltanie badanej substancji chemicznej w wodzie rozciehczaj4ce w 

 

spos6b mechaniczny (np. za pomoc4 mieszadla lub u1trad2wi9k6w). Do uzyskania 

 

kolumny/ukiady 

 

ukiad badawczy 

 

mozna 

 

(20). Pre 

 

odpowiednio st92onego roztworu podstawowego 

 

nasyceniowe lub metody pasywnego dawkowania 
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niezawier可4cy rozpuszczalnika o b可9tnego; r62ne badane substancje chemiczne b9d4 

 

jednak wykazywaly r62ne wlaSciwo§ci fizykochemiczne, kt6re prawdopodobnie b9d4 

 

wymagaly r62nych metod przygotowania wody s 1u24ce do nara2enia na dzialanie 

 

substancji chemicznej. Na1e2y do1o2y6 wszelkich s tarah, aby unikn45 wykorzystania 

 

rozpuszczalnik6w tub no§nik6w, poniewa: 1) niekt6re rozpuszczainiki same mo g4 

 

powodowaぐ toksyczno§5 lub niepo24dane albo nieoczekiwane reakcje, 2) badanie 

 

substancji chemicznych, kt6rych rozpuszcza1no§6 w wodzie zostaje przekroczona (co 

 

cz9sto ma miejsce w wyniku stosowania rozpuszczainik6w), mo2e s kutkowa6 

 

niedokiadnym o kre§leniem s t92eii efektywnych, 3) stosowanie rozpuszczainik6w w 

 

przypadku badafi diugoterminowych mofe s kutkowa5 znacznym rozrostem bio丘lmu 

 

zwi4zanym z aktywno§ci' mikroorganizm6w, c o mofe wplyn46 na warunki§ rodowiskowe, 

 

a take na zdolno§6 do utrzymania s t92enia podczas nara2enia oraz 4) w przypadku braku 

 

danych historycznych, kt6re potwierdzilyby brak wplywu rozpuszczainika na wynik 

 

badania, u2ycie rozpuszczainik6w wymaga przeprowadzenia zabiegu z pr6b4 kontrotn4 z 

 

rozpuszczainikiem, c o ma znaczne konsekwencje dia dobrostanu zwierzt, poniewa2 

 

przeprowadzenie badania wymaga u之ycia dodatkowych zwierza't. W przypadku substancji 

 

chemicznych, kt6rych badanie nastr9cza trudnoSci, rozpuszczalnik mo2na zastosowa6 

 

tyiko w ostteczno§ci, a w celu wyboru najlepszej metody nale之y zapozna6 s i9 z wメyczn4 

 

OECD dotycz4c4 badania toksyczno§ci wodnej trudnych substancji i mieszanin (Guidance 

 

Document on aquatic toxicity testing 可 ditliult substances and mixtures) (21). Wb6r 

 

rozpuszczainika b9dzie uwarunkowany w1a§ciwo§ciai chemicznymi badanej substancji 

 

chemicznej i dost9pno§cia' historycznych danych kontrolnych dotyczacych tego 

 

rozpuszczainika. W przypadku braku danych historycznych przed przeprowadzeniem 

 

ostatecznych badai nale2y okre§ii6 przdatno§6 rozpuszczalnika. W przypadku gdy nie 

 

mo之na unikn46 uycia rozpuszczalnika, a wyst9pue aktywno§5 mikroorganizm6w 

 

(bio丘lm), zaleca s i9 rejestrowanie bio丘imu na zbiornik (co najmniej raz w tygodniu) 

 

podczas calego badania. Najiepiej byloby, gdyby s t92enie rozpuszczainika bylo 

 

utrzymywane na stalym poziomie w pr6bie kontroinej z rozpuszczainikiem i we 

 

wszystkich zabiegach. J e2eli s t92enie rozpuszczainika nie jest utrzymywane na stalym 

 

poziomie, do pr6by kontrolnej z rozpuszczalnikiem nale2y u2y6 jego naw2szego s t92enia 

 

w pr6bie badanej poddanej dzialaniu substancji. W przypadkach gdy u2ywane sa' no§niki 

 

rozpuszczainikowe, maksymalne s t92enia rozpuszczainika nie powinny przekracza6 100 

 

kil/t iub 100 mg/i (21), przy czym zaleca s i9, aby s t92enie rozpuszczatnika pozostawalo jak 

 

ajni2sze (np.S 20 i1/i), aby unikna'6 potencjainego wpiywu rozpuszczainika na mierzone 

 

vunktv koficowe (22). 

 

Zwierz,ta u2yte do badania 

 

βadally gatunek 

 

588 

 



D060575102 

 

22. Badanym gatunkiem jest platana szponiasta, poniewa2: 1) gatunek ten hoduje si9 rutynowo 

 

w laboratoriach na calym§ wiecie; 2) jest on latwo dost9pny za po§rednictwem dostawc6w 

 

komercyjnych oraz 3)mo2 liwe jest o kreS1enie jego pici genetycznej. 

 

Opieka fad osobnikami dorisb'mi i hodowla 

 

23. Odpowiednie metody opieki fad platan4 s zponiast4 oraz jej hodowi opisano w 

 

znormalizowanych wメycznych (23). Kwestie trzymania piatany szponiastej i opieki fad 

 

n i4 r6wnie之 opisal Read (24). W cdlu nakionienia zwierz4t di rozmna2ania s i9 trzem do 

 

pi9ciu parir doroslych samic i samc6w wstrzykuje si9 dootrzewnowo 1udzk4 

 

gonadotropin9 kosm6wkow4 (hCG). Zefiskim i m9skim osobnikom wstrzykuje si9 

 

odpowiednio 800-1 000 lU i 500-800 lU hCG rozpuszczonego w 0,6-0,9 % roztworze 

 

soli 丘 zj0logiczn可 (lub 2 bim roztworze Ringera, izotonicznym roztworze soli 

 

fizjologicznej do stosowania u plaz6w; 

 

www.hermes.mbl. edu/bioiogicalbulietin!compendium/comp -RGR.htmi). Obi9 to§6 iniekcj i 

 

powilina wynosi5 okolo 10 tlIg masy ciala (~1 000 tl). Nast9pnie indukowane pary 

 

hodowlane trzymane s4 w du2ych zbiornikach zapewnijcych spokj i niezmienne 

 

warunki dia przj9cia pozycji ampleksusu. Dno ka2dego akwarium reprodukcyjnego 

 

powinno posiada5 faiszywe dno wykonane z siatki ze stali nierdzewnej (np. otwory o 

 

§ rednicy 1,25 cm), kt6re umo2liwia opadanie jaj na dno zbiornika. Zaby, kt6re otrzymaly 

 

zastrzyk hCG p62nym popoludniem, zazwyczaj z1o24 wi9kszo§6 skrzeku p62nym rankiem 

 

n ast9pnego dnia. Po zlo2eniu i zaplodnieniu wystarczj4cj liczby kom6rek jajowych 

 

osobniki dorosle na1e2y usun45 z a kwari6w reprodukcyjnych. Nast9pnie jaja zbiera siv, a 

 

oslonki galaretowate usuwa siv, podd可4c je dzialaniu L-cysteiny (23). Nale2y 

 

przygotowa6 2 % roztw6r L-cysteiny i wyregulowa6 pH do 8,1 przy u2yciu i M Nail. 

 

Ten roztw6r o temperaturze 21 oc dodaje si9 do kolby Erlenmeyera o pij emno§ci 500 ml 

 

zawier可4ce jaja z jednego tana, kt6n4 delikatnie si9 potrz4sa przez jedn4 do dw6ch minut, 

 

a nast9pnie jaja 6-8 razy dokiadnie przeplukuje s i9 wod4 do hodowli o temperaturze 

 

21。 c. Nast9pnie jaja przenosi si9 do krystalizatora i oznacza jako >70 %之y wotne przy 

 

minimalnych nieprawidlowo§ciach w zarodkach wkazu4cych podzial kom6rek. 

 

PR01EKT BADANIA 

 

Badane s t,2enia 

 

24. Zaleca si9 stosowanie co najnmiej czterech st92e五 substancji chemicznej i odpowiednich 

 

pr6b kontnolnych (w tyr, w nazie potrzeby, pr6b kontrolnych z nozpuszczalnikier). 

 

Przewa2nie zaleca s i9, aby o dst9py mi9dzy st92eniami (wsp6lczynnik rozstawienia s t92ei) 

 

nie przekraczaly 3,2. 

 

25. Do cel6w niniejszego badania przy o kre§laniu n可w戸szego badanego st92enia nale2y 

 

ro2liwie w jak njwi9kszym stopniu korzysta5 z dotychczasowych badah na piazach, aby 
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unikn46 s t92eii, kt6re s4 nadmiernie toksyczne. W usta1eniu tegl s t92enia pomocne mo g4 

 

by6 informacje pochodz4ce na przyklad z i 1o§ciowych za1e2no§ci s truktura-aktywn o § 6 i 

 

badafi przekrojowych oraz dane z dotychczasowych ba daii na plazach, takich jak badanie 

 

przeobra2enia plaz6w, metida badawcza C .38 (25), oraz badanie teratogenezy w 

 

zarodkach 2 ab - Xenopus (23) lub badania na rybach, takie jak metody badawcze C .48, 

 

C.41 iC .49 (26)(27)(28). Przed rozpocz9ciem badania LAGDA mo2na przeprowadzi6 

 

do§wiadczenie usta1ajace zakres s t9之ei. Zaleca s i9 rozpocz9cie badania zakresu nara2enia 

 

w ci4 gu 24 godzin id zaplodnienia i kontynuowanie go przez 7-14 dni (lub wi9ce, je2e1 

 

to konieczne) oraz ustalenie badanych s t92ei w taki s pos6b, aby kolejne s t92enie nie bylo 

 

wi9ksze ni2 10-krotno§6 poprzedniego. Wyniki eksperymentu usta1可4cego zakres powinny 

 

pos1u2y6 do ustalenia n可w弾szego badanego s t92enia w LAGDA. Na1e2y zauwa2y5,2e 

 

je之e1i istnieje potrzeba zastosowania rozpuszczalnika, w6wczas w ramach badania 

 

usta1a4cego zakres mo之na s twierdzi6 s tosowno§6 rozpuszczalnika (ti. czy mo之e mie5 on 

 

wDlvw na wvnik badania. 

 

K《mtrpr6by grup poddanych zabiegowi i prob kontrolnych 

 

26. Na1e2y zastosowa6 co najmniej cztery zbiorniki z kontrpr6b4 na ka2de badane s t92enie 

 

oraz co najmniej osier kontrpr6b na potrzeby pr6b kontrolnych (oraz pr6by kontrolnej z 

 

rozpuszczalnikiem, w razie potrzeby) (ti. w celu zapewnienia odpowiedniej mocy 

 

statystycznej konieczne jest, aby liczba kontrpr6b w pr6ble kontrolnej oraz dowolnej 

 

pr6bie kontrolnej z rozpuszczalnikiem byta dwa razy wi9ksza ni2 liczba kontrpr6b w 

 

kade grupie poddanej zabiegowi). W kade kontrpr6bie powinno znadowa6 si9 nie 

 

wi9c可n i2 20 zwierzt. Minimalna liczba zwierz4t poddanych zabiegowi powinna wynosi6 

 

15 (5 oso bnik6w w 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera w podpr6bce oraz 10 

 

oso bnik6w w stadium miodocianym). Do kadej kontrpr6by dodaje si9 jednak dodatkowe 

 

zwierz9ta, aby uwzg19dni6 e wentualn4§ miertelno §'5, zachowuj4c nieprzekracza1n4 1iczb9 

 

15 zwierzt. 

 

PROCEDURA 

 

Przeg1ad testu 

 

27. Test rozpoczyna si9 z wykorzystaniem nowo z1o2onych j ai zawieraj4cyc h zarodki (8.-10. 

 

stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera) i trwa do czasu rozwoju oso bnik6w miodych. 

 

Zwierz9ta bada s i9 codziennie pod ktem§ mierte1no§ci oraz wszelkich oznak nietypowego 

 

zachowania. W 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera pobiera si9 podpr6bk9 

 

o sobnik6w w stadium larwalnym (do 5 zwierzt na kontrpr6b9) i bada r62ne punkty 

 

koiicowe (tabela 1). Gdy wszystkie zwierz9ta o si4gn4 66. stadium wedhig Nieuwkoopa i 

 

Fabera, ti. proces ich przeobra2aia dobiegnie kohca (lub gdy minie 70 dni od rozpocz9cia 

 

testu. w za1e2no§ci od tego. co nastaDi wcze§niei'). DrzeDrowadza sie losowa eliminaci e 
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(jednak bez pobierania podpr6bek), aby zmnieszy6 1iczb9 zwierz4t (do 10 na zbiornik) 

 

(zob. pkt 43), a pozostale zwierz9ta pozost可4 pod wplywem substancji chemicznej w 

 

pr6bie kontrolnej do up1yni9cia 10 tygodni po medianie czasu potrzebnego do osi4gni9cm 

 

62. stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera w pr6bie kontrolnej. Po zakoficzeniu testu 

 

(pobieranie pr6bek os obnik6w w stadium miodocianym) przeprowadza s i9 dodatkowe 

 

pomiary (tabela 1). 

 

warunlu narazenia 

 

28. PeIne streszczenie parametr6w badania mo2na zna1e26 w dodatku 3. W okresie nara2enia 

 

na1e2y codzieiinie mierzy6 s t92enie rozpuszczonego tienu, temperatur9 i pH roztwor6w do 

 

badah. Raz na miesiac mierzy s i9 przewodno§5 wla§ciw4, zasadowo§5 i twardo§6.Je2e 1i 

 

chodzi o temperatur9 wody roztwor6w do bada五, r62nice m i9dzy kontrpr6bami i mi9dzy 

 

zabiegami (w c iagu jednego dnia) nie powinny przekracza6 1,0。 C. Ponadto, je之e 1i chodzi 

 

O PH roztwor6w do badah, r62nice m i9dzy kontrpr6bami i mi9dzy zabiegami nie powinny 

 

r6wnie2 przekracza6 0,5. 

 

29. Zbiorniki do badaii nara2enia mo2na c odziernie c zy§ci6 przy u2yciu syfonu, aby usuna6 

 

niezjedzony pokarm i odchody - na1e2y przy tyr zachowa6 ostro之no§6, aby unikn 

 

zanieczyszczenia krz"owego zbiornik6w. Na1e2y dba6, aby ograniczy6 do minimum stres 

 

i traum9, na jakie nara2one s4 zwierz9ta, w s zczeg61no§ci podczas poruszania, czyszczenia 

 

a kwari6w i przenoszenia. Na1e2y unika6 s tresu4cych warunk6w/dzilah, takich jak glo§ny 

 

lub nieustannv halas. stukanie Dalcem w akwarium. drgania w zbiorniku. 

 

Czas nara2enia na dzialanie badanej substancji chemicznej 

 

30. Nara2enie rozpoczyna s i9 z wykorzystaniem nowo zlo2onch jaj zawierj4cych zarodki 

 

(8.-10, stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera) i trwa do czasu uplyni9cia dziesi9ciu 

 

tygodni po medianie czasu potrzebnego do os i4gni9cia 62. stadium wedhig Nieuwkoopa i 

 

Fabera (S45 dni od rozpocz9cia testu) w grupie kontrolnej. Zazwyczaj czas trwania 

 

badania LAGDA wynosi 16 tygodni (maksymalnie 17 tygodni). 

 

Rozp o cz,cie testu 

 

31. Zwierz9ta rodzicielskie wykorzystywane do rozpocz9cia testu powinny uprzednio wyda5 

 

potomstwo, u kt6rego mo2na okre§1i6 p4e6 genetyczn4 (dodatek 5). Po odbyciu tarla przez 

 

osobniki dorosle zarodki zbiera si9, poddaje dzialaniu cysteiny, aby usun45 oslonk9 

 

ga1aretowan4, i poddaje si9 je badaniu przesiewowemu pod k4tem 2y wotno§ci (23). 

 

Poddanie dzialaniu cysteiny umo21iwia przenoszenie zarodk6w podczas badania 

 

przesiewowego bez przywierania do powierzchni. Badanie przesiewowe przeprowadza s i9 

 

pod mikroskopem stereoskopowym, u2ywj4c odpowiedniej wie1ko§ci kroplomierza do 

 

usuni9cia zarodk6w niezdolnych do 2yc ia. Zaleca siv, aby do badania wkorzystywa6 

 

jedno tarlo. kt6rego 2 vwotno§6 irzekracza 70 %. Zarodki w 8.-10, stadium wedhl2 
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Nieuwkoopa i Fabera umieszcza s i9 losowo w zbiornikach do zabieg6w nara2enia 

 

zawier可4cych o dpowiedni4 o b9to§6 wody rozciehcz可4c可 do momentu umieszczenia 20 

 

zarodk6w w ka2dym zbiorniku. Podczas przenoszenia na1e2y bardzo ostro2nie o bchodzi6 

 

si9 z zarodkami, aby zminimaiizowa5 wynik可4cy z tegl stres i nie dopu§ci6 do zranienia. 

 

W c i4gu 96 godzin od zaplodnienia kijanki powinny przesuna6 s i9 w g6r9 slupa wody i 

 

zacz46 przlega6 do bok6w zbiornika. 

 

ScneInat zywierna 

 

32.C z9stotiiwo§6 karmienia i o b9to§6 pokarmu w r62nych stadiach rozwoju piatany 

 

szponiastej s4 bardzo wa之nym aspekter protokolu LAGDA. Naie之y unika'5 nadmiernego 

 

karmienia w stadium larwalnym, poniewa之 zazwyczaj skutkuje ono zwi9kszon4 c z9sto§ci4 

 

wyst9powania i dotkliwo§ci4 skoliozy (dodatek 8). Z koiei nieodpowiednie karrienie w 

 

stadium larwainym skutkuje bardzo zriennym temper rozwoju w§r6d pr6b kontrolnych, 

 

co mofe mied negatywny wplyw na roc s tatstyczn4 lub zak16ca5 wyniki ba daii. W 

 

dodatku 4 przedstawiono zalecan4 diet9 i schematy勿 wienia platany szponiastej w 

 

stadium larwainym i miodocianym w warunkach przepiywu,c ho5 dopuszczaine jest 

 

stosowanie metod aiternatywnych, o ile organizmy u2メe do badaii rosn4 i rozwija4 si9 w 

 

s pos6b zadowala4cy. Nale2y zauwa2y6,2 e w przypadku pomiaru punkt6w kohcowych 

 

wla§ciwych dia ukiadu hormonainego pokarm nie powinien zawiera5 substancji 

 

endokrynnie czynnych, takich jak r4czka sojowa. 

 

ん1171lienieosobnik（うw w sta疏umたl'waliり’171 

 

33. Zalecana dieta dia iarw skiada si9 z pokarmu dia miodych pstr4g6w, spiruliny w tabietkach 

 

oraz pokarmu dia ziotych rybek (np. platki TetraFin⑧, Tetra, Niemcy) zrieszanych ze sob4 

 

si9 trzy razy 

 

od 8 dnia po 

 

4rtemia spp., 

 

w wodzie do hodowli (lub wodzie rozciehczj4ce).Mi eszanin9 t9 podaje 

 

dziennie w dni powszednie i raz dziennie w weekendy. P 

 

zaplodnieniu kijanki mo2na r6wnie2 karmi5 2y wymi soiowcami 

 

24-godzinnymi larwami, dwa razy dziennie w dni powszednie i raz dziennie w weekendy. 

 

Karmienie osobnik6w w stadium iarwainym, kt6re powinno przebiega6 tak samo w 

 

ka2dym naczyniu badawczym, powinno tak2e umo2iiwi6 w1a§ciwy wzrost i rozwj 

 

zwierz4t u2界ych do badania, aby zapewni6 o dtwarzalno§6 i mo2iiwo§6 przenoszenia 

 

wynik6w testu: 1) mediana czasu potrzebnego do osi4gni9cia 62. stadium wediug 

 

Nieuwkoopa i Fabera w pr6bach kontrolnych powinna wynosi6 S 45 dni oraz 2) zaieca si9, 

 

aby§ rednia rasa osobnik6w w 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera w pr6bach 

 

kontrolnvch wvnosiia 1.0士 0.2g . 

 

んinienie oso bnikw r勿dych 

 

34. Po zakofczeniu procesu przeobra2ania schemat 2y wienia skiada si9 z wysokiejja ko§ci 

 

opad喚cego na dno pokarru dia 2 b np. sinking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, 

 

Floryda, S tany Zjednoczone) (dodatek 4). Aby zmniejsz6 wieiko§5 granuiatu podawanego 
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miodym 2 bom (osobnikom we wczesnym stadium miodocianym), na1e2y go rozdrbnia6 

 

przez kr6tki czas przy u2yciu miynka do kawy tub blendera albo pokrszメ za pomoca 

 

mo2dzierza i tluczka. Rozdrabnianie lub kruszenie nie jest j u2 ni ezb9dne w momencie, gdy 

 

osobniki mtodociane s4 wystarczj4co du2e, aby jest granulat w ca lo§ci. Zwierz9ta nale2y 

 

karmi5 raz dziennie. Karmienie oso bnik6w miodocianych powinno umo2liwi5 wla§ciwy 

 

wzrost i rozwj organizm6w: zateca siv, aby na zakohczenie testu§ rednia masa osobnik6w 

 

mtodocianych w pr6bach kontrolnych wynosila 11,5士 3 g. 

 

Chemia analityczna 

 

35. Przed przyst4pieniem do testu na le2y okre§li5 s tabilno§5 badanej substancj i chemicznej 

 

(np. rozpuszczatno§'5, degradowalno§6 i lotno§6) oraz wszystkie potrzebne metody 

 

analityczne, np. wkorzystuj4c do tego cetu istnijce informacje tub wiedz9.Je2 eli 

 

dawkowanie odbywa si9 za pomoc4 wody rozcieiiczajcj, przed rozpocz9ciem badania 

 

zaleca si9 zbadanie s t92enia w ka2dym zbiorniku z kontrpr6b4 w cdlu zwerfikowania 

 

e fktywno§ci ukiadu. W okresie naraenia st92enia badanej substancji chemicznej oznacza 

 

s i9 w odpowiednich odst9pach czasu, najlepiej raz na tdziei w co najmniej jednej 

 

kontrpr6bie z kadj grupy poddanej zabiegowi, co tydziefi zmienia c kontrpr6by w 

 

ramach tej samej grupy poddanej zabiegowi. Zaleca siv, aby wyniki byly oparte na 

 

mierzonych st92eniach. Je2eli jednak st9之enie badanej substancji chemicznej w roztworze 

 

mo2na z powodzeniem utrzymywa6 w zakresie +20 % st92enia nominalnego przez caly 

 

czas trwania badania, w6wczas wyniki mog4 o piera6 si9 albo na warto§ciach nominalnych, 

 

albo na warto§ciach pomiarowych. Ponadto wsp6lczylnik zmienno§ci (CV) zmierzonych 

 

badanych s t92eii w calym okresie trwania badania w ramach zabiegu w ka2dym s t92eniu 

 

na le之y utrzymywa6 na poziomie 20 % lub ni之szym.Je2el i zmierzone st9之enia nie 

 

utrzymuj4 s i9 w granicach 80-120 %s t92enia nominalnego (np. podczas badania 

 

substancji chemicznych c harakteryzuj4cych si9 wysokim stopniem biodegradowalno§ci lub 

 

wkazuj4cych sulne w1a§ciwo§ci adsorpcyjne), nale之y okre§li6 st92enia efektywne i 

 

wyrazi6 je wzgl9dem§ rednie arytmetycznej st92enia w badaniach przeplywowych. 

 

36. Nat92enia przeplywu wody rozci ehczj 4cj i roztworu podstawowego n ale2y sprawdza5 w 

 

odpowiednich odst9pach czasu (np. trzy razy w tygodniu) przez caly czas trwania 

 

n ara2enia. W przypadku substancji chemicznych, kt6rych nie mo2na wkr6 w n iekt6rch 

 

lub wszystkich s t92eniach nominalnych (np. z powodu szybkiej degradacji lub adsorpcji w 

 

naczyniach badawczych lub w wyniku znacz4c可 akumulacji substancji chemicznej w 

 

cialach naraonych zwierz4t), zaleca si9 dostosowanie tempa wymiany roztworu do badaii 

 

w ka2dej komorze w taki spos6b, aby badane st92enia pozostaly mo21iwie jak najbardziej 

 

stale. 

 

lbserwacje i pomiary punkt6w kohcowych 
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37. Punkty kohcowe oceniane podczas nara2enia o b可mu 4 punkty wskazu4ce na toksyczno§6, 

 

w tyr§mie rte1no§6, nietypowe zachowanie, takie jak objawy kliniczne choroby lub 

 

toksyczno§ci o g6lnych, i oznaczenia wzrostu (dlugo§6 i masa), jak r6wnie2 punkty 

 

kohcowe z zakresu patologii, kt6re mog4 o dpowiada亡 zar6wno o g6lnj toksyczno§ci, jak 

 

sposobom dzialania toksycznego na ukiad hormonalny ukierunkowanym na§cie2 ki 

 

po§redniczone przez estrogen, androgen lub tarczyc9. Ponadto na kohcu testu mo之na 

 

opcjonalnie zmierzy5 s t92enie VTG w osoczu. Pomiar VTG mofe by5 przydatny do 

 

zrozumienia wynik6w badania w kontek§cie mec hanizm6w hormonalnych, kt6re 

 

podejrzewa si9,2e mo g4 zaburza6 funkcjonowanie ukiadu hormonalnego Punkty kohcowe 

 

oraz czas Domiar6w Dodsumowano w tabeli 1. 

 

Tabela 1: Przegkd pukt6w koficowych badania LAGDA 

 

Pobieranie pr6bek w Zako血czenie 

 

trakcie badania badania 

 

Punkty kohcowe* Codziennie (pobieranie pr6bek (pobieranie pr6bek 

 

oso bnik6w w oso bnik6w 

 

stadium larwalnym) miodocianych) 

 

S mierte1no§ぐ oraz nieprawidlowo§ci X 

 

Czas potrzebny do os iagni,cia 62. X 

 

stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera 

 

Histo(pato)logia (tarczyca) X 

 

Morfometria (wzrost masy i dlugo§ci) X X 

 

Wskainik hepatosomatyczny (LSI) X 

 

Genetyczne/fenotypowe proporcje pici X 

 

Histopatologia (gonady, drogi rodne, X 

 

nerki i watroba) 

 

Witellogenina (VTG) (opcjonalnie) X 

 

* Wszystkie punkty khcowe s4 analizowane statystycznie. 

 

SmierteIno§ぐ i codzienne obserwacje 

 

38. Na1e2y codziennie s prawdza6 wszystkie zbiorniki testowe pod k4tem martwych zwierzt 

 

oraz nale2y o dnotowa6 S miertelno§6 w odniesieniu do kadego zbiornika. Martwe 

 

zwierz9ta na1e2y usun46 ze zbiornika testowego natychmiast po ich zauwa2eniu.S tadium 

 

rozwoj owe martwych zwierzt na1e2y klasy丘kowa6 jako: etap poprzedzaj4cy 58. stadium 

 

wedhig Nieuwkoopa i Fabera (przed pojawieniem si9 kohczyii przednich), etap m i9dzy 58. 

 

i 62. stadium NF, etap mi9 dzy 63. i 66. stadium NF (mi9dzy 62. stadium wedlug 

 

Nieuwkoopa i Fabera a calkowitym zanikiem ogona), albo jako etap nast9puj4cy po 66. 

 

stadium NF (stadium io1arwalne). Wskanik§ mierte1no§ci vowV2ei 20 % mo2e 
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wskazywa6 na nieodpowiednie warunki badania lub nadmiernie toksyczny wplyw badanej 

 

substancji chemicznej. Zwykle zwierz9ta s4 najbardziej podatne na§mie rte1no§5 wwo1an4 

 

przez czynniki inne ni2 substancia chemiczna w pierwszych dniach rozwoju po tarie i w 

 

momencie kulminacyjnym przeobra2ania. Tegl rodzaju§ mierte1no§5 mo2na wra乞nie 

 

wycz界a5 z danych dotycz4cych kontroli. 

 

39. Ponadto na1e2y reestrowa6 ka2dy przypadek nietypowego zachowania, wyra2nie 

 

widocznych wad rozwojowych (np. skoiiozy) tub uszkodzeh. Naie之y ziiczy6 

 

zaobserwowane przypadki skoliozy (cz9sto§6 wyst9powania) oraz s klasyfikowa5 je pod 

 

wzgl9dem nasilenia (np. nieznaczna - NZ, minimalna - 1, umiarkowana - 2, znaczna - 3; 

 

dodatek 8). Nale2y pod46 starania, aby o graniczy5 c z9sto§6 wyst9powania umiarkowanej i 

 

znacznej skoiiozy (np. poni2j 10 % w pr6bach kontroinych) w trakcie badania, 

 

aczkolwiek wi9ksza c z9stoS6 wyst9powania nieprawid1owoSci w pr6bie kontrolnej 

 

niekoniecznie musi bメ powodem do zakoiczenia badania. Normainie zachowujces i9 

 

zwierz9ta w stadium larwainym c harakteryzu4 si9 tyr,2e s4 zawieszone w slupie wody z 

 

ogonem pow弾可 glowy, ich pietwa ogonowa uderza reguiarnie i rytmicznie, okresowo 

 

wynurza4 s i9 na powierzchni9, poruszaj4 pokrywami skrzelowymi i reagu4 na bod乞ce. 

 

Nietypowe zachowania o bejmow証by na przyklad unoszenie s i9 na powierzchni, le2enie 

 

na dnie zbiornika, plywanie brzuchem do g6ry lub w nieregularny s pos6b, brak 

 

wynurzania s i9 na powierzchni9 i brak reakcji na bodziec. W przypadku zwierzt, kt6re j u2 

 

si9 przeobrazily,o pr6cz w弾可 wymienionych nietypowych zachowaii naie2y r可estrowa5 

 

wyra2ne r62nice w s po之yciu pokarmu wyst9pu4ce mi9dzy zabiegami. Wyra2nie widoczne 

 

wady rozwojowe i uszkodzenia mog4 o b可mowa6 m.in.n ieprawidlowo§ci morfoiogiczne 

 

(np. zdeformowane kohczyn), krwawi4ce uszkodzenia, obrz9k brzucha oraz zakaenia 

 

bakteryjne i grzybicze. Przypadki wyst4pienia uszkodzefi glowy tu2 za t1n4 kraw9dzi4 

 

nozdrzy u osobnik6w miodocianych mo g4 wskazywa6 na niedostateczny poziom 

 

wiigotno§ci. Ustaienia te ma charakter ja ko§ciowy i powinno s i9 je uwa2a6 za 

 

r6wnoznaczne z kiinicznymi objawami choroby/stresu oraz dokonywa6, por6wnu c ze 

 

zwierz9tami z pr6by kontrolnej.Je之e 1i c z9stotliwo§6 wyst9powania jest wi9ksza w 

 

zbiorniku naraonym na dzialanie substancji chemicznej ni之 w pr6bach kontrolnych, 

 

na 1e2v ja uzna45 za dow6d widocznei toksvczno§ci. 

 

Pobieranie podpr6bek osobni k6w w stadium larwalnym 

 

Kr‘うtk opis pobierlmia poゆrbbek oso bnikw w stadiumルrwl〕ノ111 

 

40. Kijanki, kt6re o si4gn91y 62. stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera, naie之y usun46 ze 

 

zbiorik6w i pobra6 ich pr6bki albo przenie§6 je do nast9pnego etapu nara2enia w nowyr 

 

zbiorniku iub w tyr samym zbiorniku za pomoc4 przegrody oddzieli6 je od pozostalych 

 

kijanek. Kijanki kontroluje s i9 codziennie oraz rejestruje dzieh badania, w kt6rym dany 

 

osobnik osi4ga 62. stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera.C ech4 charakterystyczn4 
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stosowan4 w tej ocenie jest ksztalt glowy.K jank9 mo2na za1iczメ do oso bnikw, kt6re 

 

oign91y 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera, gdy rozmiar jego glowy zmniejszy si9 

 

do takiego poziomu,2 e jej d1ugo§6 b9dzie wzrokowo por6wnywalna do tulowia, a 

 

kohczyny przednie b9d4 s i9ga6§ rodka serca. 

 

41. Celer jest, aby z ka2dego zbiornika z kontrpr6b4 pobra6 pi96 pr6bek kijanek, kt6re 

 

o si4gn91y 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera. Dzialanie do nale2y przeprowadzi6 

 

calkowicie losowo, lecz decyz9 nale2y pod45 a priori. Rys. i przedstawia hipotetyczny 

 

przyklad zbiornika z kontrpr6b4.Je2e li w czasie, gdy pierwszy osobnik o si4gnie 62. 

 

stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera, w danym zbiorniku zn可dowa6 si9 b9dzie 20 

 

kijanek, na1e之y wbra5 pi96 losowych liczb z zakresu 1-20. Kijanka o numerze i jest 

 

pierwszym osobnikiem, kt6ry 0si4gnie 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera, a kij anka 

 

o numerze 20 jest ostatnim osobnikiem w zbiorniku, kt6r os i4gnie 62. stadium wediug 

 

Nieuwkoopa i Fabera. Analogicznie - je2e li w zbiorniku znajduje s i9 18 larw, kt6re 

 

prze21y, nale2y w如ra6 pi96 losowych liczb z zakresu 1-18. Dzialanie to nale2y wkona6 

 

w odniesieniu do ka之dego zbiornika z kontrpr6b, gdy pierwszy osobnik w badaniu 

 

osi4gnie 62. stadium wedliag Nieuwkoopa i Fabera. Je2eli w trakcie pobierania pr6bek w 

 

62. stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera pija wi4 si9 przypadki§m ierte1ne, na1e2y 

 

dokona6 ponownego losowego doboru pr6bek, jako podstaw9 przjmuj4c 1iczb9 larw, 

 

kt6re nie osi4gn91y jeszcze 62. stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera, oraz 1iczb9 larw, 

 

kt6rych brakuje do osi4gni9cia hczn可 liczby pi9ciu pr6bek z tej kontrpr6by. W dniu, w 

 

kt6rym kijanka o si4ga 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera, sporz4dza si9 odniesienie 

 

do przygotowanego wykresu pr6bkowania, aby o kreglk, czy od tego osobnika pob rano 

 

pr6bk9, czy te之 jest on丘 zycznie oddzielony od pozostalych kijanek w celu pozostania pod 

 

wplywem substancji chemicznej. W przedstawionym przykiadzie (rys. 1) pierwszy 

 

osobnik, kt6r osiaga 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera, (ti. pole nr 1) zostaje 

 

fizycznie oddzielony od pozostalych larw, pozostaje pod wpiywem substancji chemicznej i 

 

na le2y zareestrowa6 dziefi, w kt6rm dany osobnik osi4gn4l 62. stadium wedhig 

 

Nieuwkoopa i Fabera. Nast9pnie z osobnikami o numerach 2 i 3 post9puje si9 w ten sam 

 

s pos6b, co z osobnikiem z numerem 1, a nast9pnie od osobnika o numerze 4 pobiera si9 

 

pr6bki do ce l6w oceny wzrostu i histologii tarczycy (zgodnie z tyr przykladem). 

 

Procedura ta trwa do momentu, w kt6rym 20. osobnik dohcza do osobnik6w zn dujcych 

 

si9 na etapie nast9puj4cym po 62. stadium wediug Nieuwkoopa i Fabera, albo do 

 

momentu, w kt6rym pobiera s i9 z niego pr6bk9. Zastosowana losowa procedura musi 

 

zapewni6 ka2demu organizmowi uメemu do badania r6wne prawdopodobieiistwo zostania 

 

wybranym. M o2na to osi4gn46, wkorzystuj4c dowoln4 metod9 randomizacji, ale r6wnie2 

 

konieczne jest ziapanie ka2dej kijanki w kt6rym§ momencie w trakcie trwania okresu 

 

pobierania podpr6bek osobnik6w, kt6re osiagn9ly 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i 

 

Fabera. 
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Rys. 1: Hipotetyczny przyidad schemata pobierania prbek oso bnikw, kt6re os i4g9l 62. stadium 

 

wedlug Nieuwkoopa i Fabera, w odniesieniu do jednego zbiormka z kntrpr6b4 

 

Czas 

 

> 

 

Pojedynczy zbiornik z kontrpr6ba - brak przypadk6w g mierteInych 

 

1 2 3同 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

 

ロPoszczeglne larwyロ Podprobka 

 

42.Je2e li chodzi o pobieranie podpr6bek oso bnik6w w stadium larwainym, uzyskiwane 

 

wedhig 

 

stadium 

 

ium 

 

62. 

 

punkty ko五cowe s4 nast9puace: 1) czas potrzebny do os i4gni9cia 62. stad 

 

Nieuwkoopa i Fabera (ti. liczba dni m i9dzy zaplodnieniem a os i4gni9ciem 

 

zewn9trzne, 3) morfometria (np. masa i dlugo§6) oraz 4) 

 

NF), 2) nieprawidiowo§ci 

 

histologia tarczycy. 

 

Hlml a n itlrl e .mieranie 妨anek 

 

43. POdpr6bk9 kijanek, kt6re os i4gn91y 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera (5 

 

oso bnik6w na kontrpr6b),na le2y podda5 eutanazji poprzez zanurzenie na 30 minut w 

 

odpowiednich i lo§ciach (np. 500 ml) roztworu § rodka znieczuia4cego (np. 0,3 % roztworu 

 

1S-222, metanosulfonioanu trikainy, nr CAS : 886-86-2). Roztw6r 1S-222 nale2y 

 

zbufrowa6 wodorow9glanem sodu do pH okolo 7,0, poniewa2 niezbuforowany roztw6r 

 

1S-222 jest kwa§ny i dra2ni4cy dia 2 bies k6ry, co powoduje slabe wchlanianie i 

 

wywoluje u tych o rganizm6w niepotrzebny dodatkowy stres. 

 

si9 do 

 

zostalo 

 

44. Kijanki wyjmuje si9 z komory badawczej za pomoc4 oczkowanej siatki i przenosi 

 

roztworu do u§miercania (umieszcza si9 w roztworze do u§miercania). Zwierz9 

 

poddane eutanazji w prawidlowy s pos6b i jest gotowe do autopsji, gdy nie reaguje na 

 

bod乞ce zewn9trzne, jak np.§c iskanie tyinej ko五czyny za pomoc4 szczypiec. 

 

Mo加metria 伽asa i dlg ) 

 

45. Pomiar mokrej masy (do peinego miligrama) oraz d1go§ci mierzonej od otworu g9bowego 

 

do odbytu (do 0,1 mm) w odniesieniu do ka2dej kijanki naie之y przeprowadza6 

 

niezwlocznie po tyr, gdy przestanie reagowa6 pod wplywem znieczulenia (rys. 2a). Do 

 

pomiaru dlugo§ci mierzonej od otworu g9bowego do odbytu na podstawie zd9cia mo2na 

 

wkorzysta6 oprogramowanie przeznaczone do analizy obrazu. Przed zwa2eniem kij anki 

 

nale2y os usza6 na bibule, aby usun45 nadmiar wody c hr0ni4c可 ich s k6r9. Po dokonaniu 

 

pomiar6w wieiko§ci ciala (masy i dhigo§ci mierzonej od otworu g9bowego do odbytu) 

 

nale2y zarej estrowa6 lub odnotowa6 wszeikie powa2ne nieprawid1owo§ci mo rflo2iczne 
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lub kliniczne objawy toksyczno§ci, takie jak skolioza (zob. dodatek 8), wybroczyny i 

 

krwotoki; zaleca si9 r6wnie2 prowadzenie dokumentacji cyfrowej. Na1e2y zauwa2y6,2e 

 

wybroczyny to male czerwone lub丘o letowe krwotoki w naczyiiiach wiosowatych s k6r. 

 

Pobieranie tkaek i utrwaたnie 

 

46. W przypadku podpr6bek oso bnik6w w stadium larwalnym przeprowadza s i9 histo1ogi9 

 

tarczycy. Do1n4 c z9§5 tulowia za koiiczynami przednimi usuwa si9 i wyrzuca. 

 

lczyszczone cialo utrwala s i9 w utrwalaczu Davidsona. 0可9to'6 utrwalacza w pij emniku 

 

powilina by6 co najmniej 10 razy wi9ksza n i2 przb1i之ona o b9to§5 tkanek. Aby 

 

odpowiednio utrwa1i6 tkanki b9 d4ce przedmiotem zainteresowania, na1e2y zapewni6 

 

odpowiednie wstrz4§niecie lub cy rku1a可9 utrwalacza. Wszystkie tkanki pozostawia s i9 w 

 

utrwalaczu Davidsona przez c o najmniej 48 godzin, lecz nie dlu2可ni2 96 godzin; po 

 

uplywie tegl czasu przeplukuje si9 je wod4 dejon izowan4 i przechowuje w 10 % ob可9tne 

 

buforowanej formalinie (1)(29). 

 

Histologia tarczycy 

 

47.Ka2 da podpr6bk9 os obnik6w w stadium larwalnym (utrwalone tkanki) poddaje si9 ocenie 

 

histologicznej pod k4tem gruczokw tarczycowych, ti. przeprowadza si9 diagnostk9 

 

klasy丘kue si9 pod wzg19dem nasilenia (29)(30). 

 

Rys. 2: Pmkt wykorzystywane do pomiaru dlugo§ci niierzonej od otworu g9bowego do odbytu na 

 

potrzeby badania LAGDA w 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera (a.) oraz nilodych 2ab (b.). Cechy 

 

charakterystyczne 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera (a.): glowa jest tej samejs zeroko§ci co tul6w, 

 

dhigo§6 nerwu w9chowego jest kr6tsza n i2§ rdica opuszki w9chowj (widok grzbietowy), a przednie 

 

kiczyny zajduj4 si9 na wsoko§ci serca (widok brzuszny). Rysunki na podstawie Nieuwkoopa i Fabera 

 

(1994). 

 

b. Pobieranie pr6bek osob nikw 

 

mtodocianych 

 

gbowego do odbytu 
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Zakonczenie nara2enia larw 

 

48.Bio r4c pod uwag9 pocztkow4 1iczb9 kijanek, oczekuje s i9,2e prawdopodobnie niewielki 

 

odsetek oso bnik6w nie rozwinie s i9 normalnie i nie zakohczy przeobra2enia (66. stadium 

 

wedhig Nieuwkoopa i Fabera) w rozs4dnym czasie.C z9§6 larwalna nara2enia nie powinna 

 

przekracza6 70 dni. Wszystkie kijanki pozostale po tyr okresie nale2y podda6 eutanazji 

 

(zob. pkt 43), zmierzy6 ich mo kr4 mas9 i diugo§6 mierzon4 od otworu g9bowego do 

 

odbytu,o kre§1i6 ich stadium rozwojowe wediug Nieuwkoopa i Fabera, 1994, oraz 

 

odnotowa6 wszelkie nieprawid1owo§ci rozwoj owe. 

 

Eliminacja oso bnik6w w stadium p6乞ni可szym niz 66. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera 

 

49. Po osi4gni9ciu 66. stadium wediug Nieuwkoopa i Fabera (caikowita resorpcja ogona) 

 

dziesi96 osobnik6w powinno nada! przebywa6 w ka2dym zbiorniku do czasu zakoficzenia 

 

nara2enia. Diatego te之 po osi4gni9ciu przez wszystkie zwierz9ta 66. stadium wedlug 

 

Nieuwkoopa i Fabera lub po 70 dniach (w za!e之no§ci od tego, co nast4pi wczeSnie), 

 

nate2y przeprowadzi6 e1iminac9. Na1e2y losowo wbra6 zwierz9ta w stadium p6乞nieszym 

 

ni之 66. stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera, kt6re nie b9d4 ju poddawane nara之eniu. 

 

50. Zwierz9ta, kt6rych nie wybrano do pozostania pod wpiywem substancji chemicznej, 

 

poddaje s i9 eutanazji (zob. pkt 43). W odniesieniu do ka2dego zwierz9cia dokonuje si9 

 

pomiar6w pod k4tem o kre§1enia stadium rozwojowego, mokrej masy i d1ugo§ci mierzonej 

 

od otworu g9bowego do odbytu (rys. 2b), a tak2e przeprowadza si9 oraz peine rozpoznanie 

 

histopatologiczne. Pie6 fenotypow4 (na podstawie morfologii gonad) okre§1a si9 jako 

 

2 eitsk4, m9sk4 tub nieokre§1on4. 

 

Pobieranie pr6bek oso bnik6w miodych 

 

r6tk opis pobierania poゆr6bek oso bnikw mんdych 

 

51. Pozostaie zwierz9ta pozost可a pod wplywem substancji chemicznej do czasu up1yni9cia 10 

 

tygodni po medianie czasu potrzebnego do osi4gni9cia 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i 

 

Fabera w pr6bie kontrolnej z wod4 rozciehczaj4c4 (lib pr6bie kontrolnej z 

 

rozpuszczalnikiem, w stosownych przypadkach). Pod koniec okresu nara2enia pozostaie 

 

zwierz9ta (maksymalnie 10 2 ab na kontrpr6b9) poddaje si9 eutanazji oraz dokonuje si9 

 

pomiaru lib oceny oraz zapisu r62nch punkt6w koitcowych, takich jak: 1) morfometria 

 

(masa i dhigo§6), 2) fenotypowe/genetyczne proporcje pici, 3) masa w4troby (wska乞nik 

 

hepatosomatyczny), 4) histopatologia (gonady, drogi rodne, wtroba i nerki) i opcjonatnie 

 

5) VIG w osoczu. 

 

Hll lll a n itlrl e厨mieranie jab 

 

52. Pr6bki osobnik6w miodych, ti. fab, kt6re zakoiicziy etap przeobra2ania, poddaje si9 

 

eutanazji przez wstrzkni9cie dootrzewnowe§ rodka znieczu!a4cego, np. 10 % 1S-222 w 
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odpowiednim roztworze buforowanym fosforanami. Pr6bki pobiera si9 od 2a b po tyr, gdy 

 

przestan4 reagowa6 (zwykle okolo 2 minut po zastrzyku,je2e li 10 % 1S-222 stosujesi9 w 

 

dawce 0,01 ml na gram masy 2 aby). Chocia2 miode 2 by mo2na zanurza6 w wi9kszym 

 

st92eniu g rodka znieczu1可4cego (1S-222), do§wiadczenie pokazuje,2 e znieczulanie ich t4 

 

metod4 trwa dlu2可, a czas trwania mo2e nie by5 odpowiedni, aby umo21iwi5 pobranie 

 

pr6bek. Wstrzykni9cie zapewnia skuteczne, szybkie u§miercenie przed pobraniem p r6bek. 

 

Pobieranie pr6bek nale2y rozpocz46 dopiero po potwierdzeniu braku reakcji2め w cdlu 

 

upewnienia si9 ,2e zwierz9ta nie 2ガ4.J e2e1i 2 aby wkazu4 oznaki znacznego cierpienia 

 

(bardzo powanego, a ich§m ier6 mo2na wiarygodnie przewidzie6) i uznajes i9 je za 

 

kon可4ce, zwierz9ta nale2y znieczuli6 i podda6 eutanazji oraz traktowa6 jako przypadki 

 

§miertelne do cel6w analizy danych. W przypadku poddania 2めy eutanazji z powodu 

 

choroby nale2y to odnotowa6 i zglosi'5. W zale2no§ci momentu badania, w kt6rym之 b9 

 

poddaje s i9 eutanazji, zwierz9 m o之na zachowa6 na potrzeby analizy histopatologicznej 

 

(utrwalai ac之 abe na D otrzebv e wentualnego badania histoDatologiczne2o'). 

 

Moグbmetra 伽asa i d1g珂 

 

53. Pomiary mokrej masy i dugo§ci mierzonej od otworu g9bowego do odb外u (rys. 2b)s4 

 

identyczne jak te opisane w odniesieniu do pobierania podpr6bek os obnik6w w stadium 

 

larwalnym 

 

VTG w osoczu (opcjonalnie) 

 

54. VTG jest powszechnie dopuszczalnym biomarkerem, kt6ry powstaje w wyniku nara2enia 

 

na dzialanie estrogennych substancji chemicznych. W przypadku badania LAGDA VTO w 

 

osoczu mo2na opcjonalnie mierzy6 w pr6bkach os obnik6w miodych (mo2e to by 5 

 

s zczeg6lnie istotne,j e2eli istnieje podejrzenie, 2 e badana substancia chemiczna jest 

 

estrogenem). 

 

55. Tylne koiiczyny u§mierconych mlodych osobnik6w odcina s i9, a krew pobiera s i9 za 

 

poroc4 kapilary powiekanej heparn4 (cho6 stosowane m og4 bメ alternatywne metody 

 

pobierania krwi, takie jak naklucie serca). Krew przeiewa si9 do prob6wki do 

 

mikrowir6wki (np. 1,5 mio b9to§ci) i odwirowuje si9 w celu otrzymania osocza. Pr6bki 

 

osocza nale2y przechowwa6 w temperaturze -70 oc lub ni2szj, a2 do oznaczenia VTO. 

 

S t92enie VTO w osoczu mo之na mierzy5 za pomoca testu immunoenzymatycznego 

 

(ELISA) (dodatek 6) lub metod4 a lternatywn4, tak4 jak spektrometria ras (31). Ze 

 

wzg19du na wl9ksz4 wra2liwo§6 preferowane s4 przeciwciala specy丘czne dia danego 

 

gatunku. 

 

0krg た n ie pici gneかcznげ 

 

56. P1e6 genetyczn4 kadej mlodej2aby ocenia si9 na podstawie rarker6w opracowanych 

 

przez Yoshimoto e t al . (11). W cdlu o kre§ienia plci genetycznej cz9§6 (iub ca1o§6) jednej 
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kohczyny tylnej (lub ini可 tkanki) usuni9t可 w trakcie sekcji pobiera si9 i przechowuje w 

 

prob6wce do mikrowir6wki (pr6bki tkanek pochodz4ce od 2a b mo2na pobra6 z dowolnej 

 

tkanki).T kank9 mo2 na przechowywa6 w temperaturze -20 oc lub ni2sz可 do momentu 

 

izolacji kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA). Izola可9 DNA z tkanek mo2na 

 

przeprowadzi6 za pomoca zestaw6w dost9pnych na rynku,a a naliz9 pod ktem o becno§ci 

 

lub braku obec no§ci markera przeprowadza si9 metod4 lacuchow可 reakcji polimerazy 

 

(PCR) (dodatek 5).O g6inie rzecz bior4c, zgodno§5 mi9dzy plci4 histologiczn4 a 

 

genotypem u zwierzt z pr6b kontrolnych w momencie pobierania pr6bek od miodych 

 

osobnik6w w aruvach kontrolnvch wvnosi vonad 95 %. 

 

Pobieranie tkanek i utrwaたnie do ce肋whおtoPatologil 

 

57. Podczas ko五cowego pobierania pr6bek do analizy histologicznej pobiera s i9 gonady, drogi 

 

rodne, nerki i w4trob9.J am9 brzuszn4 otwiera siv, a wtrob9 wycina s i9 i wa2y. W 

 

nast9pne koleno§cios tro之nie usuwa s i9 organy trawienne (np.2 ol4dek, jelita) z dolnej 

 

c z9§ci brzucha w cdlu o dsloni9cia gonad, nerek i dr6g rodnych. Nale之y o dnotowa5 

 

wszelkie powane nieprawidlowo§ci morfologiczne gonad. Na koniec nale2y usun46 tylne 

 

kohczyny, j e§ li nie usuni9to ich wcze§ni可 w celu pobrania krwi. Pobrane w4troby i tusze z 

 

gonadami pozostawionymi in situ nale之y natychmiast uie§ci6 w utrwalaczu Davidsona. 

 

0b9to§6 utrwalacza w pojemniku powinna by6 co najmniej 10 razy wi9ksza ni2 

 

przb1i2ona o b9to§6 tkanek. Wszystkie tkanki pozostawia s i9 w utrwalaczu Davidsona 

 

przez co najmniej 48 godzin, lecz nie dhi2e ni2 96 godzin; po uplywie tego czasu 

 

przeplukuje si9 je wod4 dejo nizowan4 i przechowuje w 10 %o bj9tnej buforowanej 

 

formalinie (1)(29). 

 

I五stop atologja 

 

58.Ka2 d4 pr6bk9 miodego osobnika poddaje s i9 badaniu histologicznemu pod k4tem zmian 

 

patologicznych gonad, dr6g rodnych, nerek i w4troby, ti. przeprowadza si9 diagnostk9 i 

 

kiasyfikuje si9 pod wzg19dem nasilenia (32). Badanie to (np. jajnika,j 4 dra,o s o bnik6w 

 

interseksualnych) pozwala r6wnie2 o kre§li5 fenotyp gonad, a wraz z poszczeg6lnymi 

 

genetycznymi pomiarami pici mo2na wkorzysta5 te obserwacje do obliczenia 

 

fenotypowych/genetycznych proporcj i pici. 

 

RAPORTOWANIE DANYCH 

 

Analiza statystyczna 

 

59. W badaniu LAGDA generowane s i trzy rodzaje danych, kt6re na1e2y podda6 analizie 

 

statystycznej: 1) ilo§ciowe dane c i4gle (masa, dlugo§6 mierzona od otworu g9bowego do 

 

odbytu, wska2nik hepatosomatyczny, VTG), 2) dane dotycz4ce czasu do wyst4pienia 

 

wydarzenia w odniesieniu do tempa rozwoju (ti. dni do os i4gni9cia 62. stadium wedlug 
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Nieuwkoopa i Fabera od rozpocz9cia badania) oraz 3) dane porz4dkowe w postaci stopnia 

 

nasilenia lub s tadi6w rozwoj owych o kre§lonych na podstawie icen histopatologicznych. 

 

60. Zaleca siv, aby w przypadku, gdy nale2y zareestrowa6 NOEC lub ECX, projekt badania i 

 

wybrany test statystyczny zapewnialy roc wystarcz可4c4 do wykrycia zmian o znaczeniu 

 

biologicznym w punktach kohcowych.S tatystyczne analizy danych (ci do zasady 

 

opiera ce si9 na§ rednich kontrpr6bach) najlepiej jest wkonywa6 zgidnie z procedurami 

 

opisanymi w dokumencie OECD, ,Aktualne pod可§cie do statystycznej analizy danych 

 

e kotoksycznoSci: w界yczne stosowania" (Current Approaches in the S ttおtical Analysis of 

 

Ecotoxicity Data. A Guidance to Application)(33). Dodatek 7 do niniejszej metody 

 

badawczej zawiera zalecane drzewo decyzyjne w zakresie analizy statystycznej oraz 

 

wメyczne dotycz4ce przetwarzania danych i wyboru badania statystycznego lub modelu, 

 

kt6re b9d4 najbardziej odpowiednie di zastosowania w badaniu LAGDA. 

 

61. Dane z pobranych pr6bek oso bnik6w mlodych (np. wzrost, wskanik hepatosomatyczny) 

 

n ale2y analizowa6 oddzieinie dia kadj pici genetycznej, poniewa p1e6 genetyczn4 

 

oznacza si9 w odniesieniu do wszystkich fab. 

 

Warunki analizy danych 

 

!,;タKorzystanle zakiocoilycli Konti7roD i zameg-ow 

 

62.Kon trpr6by i zabiegi mo g4 zosta6 zakl6cone przez n admiern4§m iertelno§6 z powodu 

 

widocznej toksyczno§ci, choroby iub bl9du technicznego.J e2eli zabieg jest zakl6cony z 

 

powodu choriby tub b19du technicznego, di analizy dost9pne piwinny by6 trzy 

 

n iezakl6cone zabiegi z trzema niezakl6conymi kontrpr6bami. W przypadku wyst4pienia 

 

widocznej toksyczno§ci w zabiegach z du4 zawarto§ci4 substancji chemicznej zaleca sig, 

 

aby do analizy dost9pne byly co najmniej trzy poziomy zabieg6w z trzema niezakl6conymi 

 

kontrpr6bami (zgodnie z podej§ciem opartym na maksymainym toierowanym s t92eniu w 

 

odniesieniu do wytycznych OECD d0tcz4cych badaii (34)). Opr6cz §mi ertelno§ci oznaki 

 

widocznej toksyczno§ci rog4 o bejrowa6 skutki behawioraine (np. unoszenie si9 na 

 

powierzchni, le2enie na dnie zbiornika, plywanie brzuchem do g6r lub w niereguiarny 

 

spos6b, brak wynurzania s i9 na powierzchni), uszkodzenia rorfoiogiczne (np. krwawi4ce 

 

uszkodzenia, o brz9k brzucha) tub zaharowanie normainej reakcj i 2y wieniowj w 

 

por6wnaniu j ako§ciowym z reakcj ami zwierzt z pr6by kontroinej. 

 

PMba kontro加a z rozpuszcza加ikjern 

 

63. Na zakoiiczenie badania n ale2y przeprowadzi6 o cen9 potencjalnego wplywu 

 

rozpuszczalnika (e§ii wykorzystano). Dokonuje si9 tego, por6wnu c statystycznie grup9 

 

kontro1n4 z rozpuszczalnikiem i grup9 kontroln4 z wod4 rozciehcz可4c4. Najbardziej 

 

wta§ciwe punkty koicowe, kt6re naie之y uwzgl9dni6 w niniej sz ej analizie, to wyznaczniki 

 

wzrostu (masa i dhtgo§5), poniewa2 rog4 na nie wp1yn45 toksyczno§ci o g6ine.Je2e ii w 
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tych punktach kohcowych wykryte zostan4 statystycznie istotne r62nice mi9 dzy grup 

 

kontro1n4 z wod4 rozciehcz喚c4 a grupami kontrolnymi z rozpuszczalnikiem, nale2y 

 

o dwola6 si9 do swojej najlepszej wiedzy fachowej, aby ustali6, czy s tanowi4 one 

 

zagro2enie dia wa2no§ci badania.Je2e 1i dwie prby kontrolne r62ni4 si9 od siebie, pr6by 

 

poddawane dzialaniu substancji chemicznejna ie2y p0r6wna5 z pr6b4 kontroin4 z 

 

rozpuszczalnikiem, chyba 2e wiadomo,2e najlepiej jest przeprowadzi6 por6wnanie z pr6b4 

 

kontro1n4 z wod4 rozciehcz痕c4.Je2e 1i m i9dzy dwiema grupami kontrolnymi nie 

 

wyst9pue statystycznie istotna r62nica, zaleca si9 por6wnanie zbieg6w, w ramach 

 

kt6rych zwierz9ta poddaje s i9 dzialaniu badanej substancji chemicznej z puhi zabiegow4 

 

(grupami kontroinymi z rozpuszczalnikiem i z wod4 rozciehczj4c), chyba 2 e wiadomo, 

 

ze najlepiej jest dokona5 por6wnania z pr6b4 kontro1n4 z wod4 rozciehczj4c4 albo z 

 

rozpuszczalnikiem. 

 

Sprawzdanie z badania 

 

64.S prawozdanie z badania powinno zawiera6 nas t9pu4ce inforrnacje: 

 

Badana substan可a cheiniczna: 

 

wla§ciwo§ci fizyczne i - w stosownych przypadkach - wla§ciwo§ci fizykochemiczne; 

 

S ubstanj a j ednoskiadnikowa: 

 

wghd fizyczny, rozpuszczalnog6 w wodzie i dodatkowe istotne wla§clwogc1 

 

fizykochemiczne; 

 

dane identy丘kacめne substancji chemicznej, takie jak: nazwa IUPAC lub CAS , numer 

 

CAs, kod S 11LES lub inChi, wz6r strukturalny,c zysto§6, nazwa chemiczna 

 

zanieczyszczeh w stosownych przypadkach i je§ ii jest to praktycznie wykonaine itp. 

 

(w tyr, w stosownych przypadkach, zawarto§6 w9gia organicznego). 

 

S ubstanja wieioskladnikowa, UVCB i mieszaniny: 

 

opisane w m iar9 mo2 iiwo§ci przez podanie nazwy chemicznej (zob. pow叫e), 

 

wst9powania i lo§ciowego oraz istotnych wa§ciwo§ci fizykochemicznych 

 

s kiadnik6w. 

 

βadally gatunek: 

 

nazwa systematyczna, szczep Ue2eii jest dost9pn),2 rdlo i metoda pobierania 

 

zaplodnionych jaj i dalsze post9powanie; 

 

c z9sto§6 wyst9powania skoiiozy w dotychczasowych pr6bach kontrolnych w odniesieniu 

 

do zastosowanej kultury wガ§ciowe. 

 

I仇lrlmんbadania了 
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totoperlod(-y); 

 

projekt badania (np. rozmiar komory,o b9to§6 materialu i wody, liczba kom6r 

 

badawczych oraz kontrpr6b, liczba o rganizm6w u2メych do badaii na kontrpr6b); 

 

metida przygotiwania roztwor6w podstawowych i c z9stot1iwo§6 wymiany (e2e1 

 

zastosowany zostal§ ridek rozpuszcz痕cy, na1e2y poda5 jego s t92enie); 

 

metida dawkowania badanej substancji chemicznej (np. pimpy, ukiady rozcieficz喚ce); 

 

wyd可no§5 odzyskowa metody i badane s t9之enia nominalne, grafica o znacza1no§ci, 

 

§ rednie warto§ci pomiarowych oraz ich odchylenia standardowe w naczyniach 

 

badawczych, a tak2e metida uzyskania takich warto§ci oraz dowody§ wiadcz4ce o tyr, 2 e 

 

pomiary o dosz4 s i9 do s t92ei badanej substancji chemicznej w rzeczywistym roztworze; 

 

charakterystyka wody rizcieficzaj4c e: pH, twardo§5, temperatura,s t92enie 

 

rozpuszczonego tienu, poziom chioru resztkowego (e§li dokonano pomiaru), hczna 

 

zawarto§6 jodu, calkowity w9giel organiczny (e§1 dokonano pomiaru), zawiesina (e§li 

 

dokonano pomiaru), zasolenie § rodowiska badania (e§li dokonano pomiaru) iraz wszelkie 

 

inne wykonane pimiary; 

 

badane s t92enia nominalne,§ redie warto§ci pomiarowych oraz ich odchylenia 

 

standardowe; 

 

ja kog6 wody w naczyniach badawczych, PH, temperatura (codziennie) i s t92enie 

 

rozpuszczonego tienu; 

 

s zczeg6lowe informacje dotycz4ce karmienia (np. rodzaj pokarmu, jego 2 rdIo, podawana 

 

ilo§6 i cz9stotliwo§6 podawania). 

 

IIうmik: 

 

dowody§ wiadcz4ce o tyr,2 e pr6by kontrolne s pe1nia4 kryteria wa2no§ci; 

 

dane dotycz4ce pr6by kontrolnej (iraz pr6by kontrolnej z rozpuszczalnikiem, je2e!i jest 

 

stosowana) oraz grup poddanych zabiegowi, takie jak: zaobserwowana § mierte1no§6 i 

 

nieprawidlowo§ci, czas potrzebny do osi4gni9cia 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i 

 

Fabera, ocena histo!ogiczna tarczycy (tylko prbka o sobnik6w w stadium larwalnym), 

 

wzrist (masa i dlgo§6), wsk吃nik hepatosomatyczny (tylko prbka o sobnik6w miodych), 

 

genetyczne/fenotypowe pripircje pici (tylko prbka o sobnik6w miodych), wyniki oceny 

 

histopatologicznej gonad, dr6g rodnych, nerki i wtrby (tylko prbka o sobnik6w 

 

mlodvch) oraz VTG w osoczu (tviko ir6bka osobnik6w miodych.i e2e 1i wVkonano') 

 

metida analizy statystycznej i przetwarzania danych (zastisowane badanie lub mide! 

 

statystyczny); 
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s t92enie, przy kt6rym nie obserwuje si9 szkodliwych zmian (NOEC) w odniesieniu do 

 

ka2d可 ocenionej reakcji; 

 

n ni2sze s t92enie, przy kt6rym obserwuje si9 zmiany (LOEC), w odniesieniu di ka2d可 

 

ocenionej reakcji (przy a = 0,05); ECx w odniesieniu do ka2d可 ocenianej reakcji, je2eli 

 

dotyczy, i przedzialy ufo§ci (np. 95 %) oraz wykres dopasowanego modelu 

 

wykorzystanego do o b1iczei, nachylenie krzywej za1e2no§ci s t92enie-odpowied, wz6r 

 

modelu regresji, szacowane parametry modelu i ich bl9dy standardowe; 

 

wszelkie odchylenia od metody badawczej oraz odchylenia od krteri6w dopuszcza1no§ci, 

 

a tak2e rozwa2ania dotcz4ce potencjalnych konsekwencji wyniku badania. 

 

65. W odniesieniu do wynik6w pomiar6w punkt6w koicowych na1e乞y przedstawi6§ rednie 

 

warto§ci oraz ich odchylenia standardowe (w m iar9 m o21iwo§ci zar6wno na podstawie 

 

kontrpr6b, jak i s t92eh). 

 

66.Me dian9 czasu potrzebnego do osi4gni9cia 62. stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera w 

 

pr6bach kontrotnych na1e2y o bticzy6 i przedstawi6 jako§ redni4 median kontrpr6b i ich 

 

o dch1eii standardowych. Analogicznie - w przypadku zabieg6w m edian9 zbieg6w na1e2y 

 

obliczyd i przedstawi6 jako§ redni4 median kontrpr6b i ich odchyleii standardowych. 
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Dodatek i 

 

DEFINICIE 

 

Szcztow punkt kohcow: m痕cy wplyw na poziomie populacji. 

 

Substan可a chemiczna: substancia lub mieszanina. 

 

ELISA: test imnmnoeiizymatyczny. 

 

ECx: (st92enie efektywne x %) jest s t92eniem m可4cym x % wplyw na organizmy u2メe do 

 

badah w danym okresie naraenia w por6wnaniu z pr6b4 kontro1n4. Na przyldad EC 5o jest 

 

st92eniem, kt6re wedlug szaculk6w ma wplyw na punkt koiicowy badania w 50 % 

 

naraonej populacji w o ke§lonym okresie nara2enia. 

 

DPZ: dni po zaplodnieniu. 

 

Badanie przepiywowe: badanie, w kt6ryrn podczas nara之ena trwa c i4g1y przeplyw 

 

roztwor6w do badah przez ukiad badawczy. 

 

0§ HPG:o§ podwzg6rze-przysadka-gonady. 

 

IUPAC: M i9dzynarodowa Unja Chemii Czystej i S tosowanej. 

 

N可ni2sze s t,2enie, przy kt6rm obserwujes i, zmiany (LOEC): najmniejsze badane 

 

st92enie badanej substancji chemicznej, przy kt6rym obserwuje s i9 znacz4ce dzialanie 

 

toksyczne (przy p <0,05) w por6wnaiu z pr6ba kontroln4. Wszystkie badane s t92enia 

 

pow弾ej LOEC powinny jednak wywiera5 szkodiiwy skutek r6wny skutkom, kt6re 

 

zaibserwowano przy LOEC, lub od nich wi9kszy. W przypadku gdy iba waruiiki nie mog4 

 

by5 spelnione, na1e之y s zczeg6lowo wガa§ni5, w jaki s pos6b wybrano LOEC (a nast9pnie 

 

NOEC). W dodatku 7 przedstawiono w舛yczne w tyr zakresie. 

 

Mediana s t,2enia § mierte1nego (LCso):s t92enie badanej substancji chemicznej szacowane 

 

jako s t92enie§ mierteine dia 50 %o rganizm6w u2ytych do badafi podczas trwania badania. 

 

St,2enie, przy kt6rm nie obserwujes i, szkodliwych zmian (NOEC): badane s t9之enie 

 

bezpo§redio poni2可 LOEC, kt6re nie wywiera statystycznie istotnego wplywu (p <0,05) w 

 

ustalonym okresie naraenia w pir6wnaiu z pr6b4 kontroin4. 

 

S11LES (afg.Si ip1iJied Molecular Input Line Entrめecijication): uproszczony spos6b 

 

zapisu struktury chemicznej w liniowej forne tekstowej. 

 

Badana substancja chemiczna: dowolna substancia lub mieszanina badana za ponoc4 

 

niniejszej metody badawczej. 

 

adzie, zio2one produkty reakcji lub 

 

UVCB: substancie o nieznanym lub zmiermym ski 
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materialy biologiczne. 

 

VTG: witellogenina to fosfolipidoglikoproteinowy prekursor bialek 26 ltka jajka 

 

wyst9pu 4cy zwykle u aktywnych piciowo samic wszystkich gatuk6w jajorodnych. 
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Dodatek 2 

 

NIEKTORE WLASCIWOSCI CHEM IZNE DOPUSZCZ LNEI WODY 

 

R ZCIENCZ I4CLI 

 

St,2enie graniczne 

 

5]11飢 

 

2 mg/i 

 

i ig/1 

 

10 L叫 

 

Sin飢 

 

Sin飢 

 

25 n叩 

 

i tg/l 

 

i tg/l 

 

i tg/l 

 

i tg/l 

 

i tg/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/1 

 

ill fg/i 

 

ill fg/i 

 

100 ii2ll 

 

Substanqa 

 

Cz4stki stale 

 

Calkowity w9gie1 organiczny 

 

Amoniak niejonizowany 

 

Chlor resztkowy 

 

Calkowita zawarto託 pestcd6w fosforoorganicznych 

 

Calkowita zawartoS6 pest(d6w chloroorganicznych oraz 

 

polichiorowanych bifenyli 

 

Calkowity chlor organiczny 

 

Gun 

 

Arsen 

 

Chrom 

 

Kobalt 

 

Mied2 

 

Zelazo 

 

116w 

 

Nikiel 

 

Cynk 

 

Kadm 

 

Rt 

 

Srehro 
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Dodatek3 

 

WARUNKI BADANIA WLASCIW DLA BADANIA LAGDA 

 

1. Badany gatunek xen pus laevis 

 

2. Rodzaj badania W waruikchc i4g1ego przeplywu 

 

3. Temperatura wody Temperatura nominalna wynosi 21。c .S redria temperatura podczas 

 

badania wynosi 21 + 1。 c (r2nice m i9dzy kntrprbani i mi9 dzy 

 

zabieuani nie DowillV Drzekrcz記 1.0oC ). 

 

Fluorescencyjne之 arwki (szerokie spektrum) o nat9之eniu o§ wiet1enia 

 

600-2000 luks6w (lumn6w/m2) przy powierzclni wody. 

 

12 godzin§ wiatla, 12 godzin bez dost9pu§ wiatla. 

 

4-10 1 (gl9bok§6 wody co najmniej 10-15 cm). 

 

Akwarium wykonane ze szkla lub stali血 erdzewne. 

 

Stala, ze wzg19du na utrzymanie zar6wno warurikw biologicznych, jak 

 

i nara之enia chemicznego (np. 5 wymian o b9toSci zbiornika na dzieh). 

 

8.-10, stadium wedkiu NieuwkooDa i Fabera. 

 

20 zwierzt (zarodkw) na zbiornik (kntrpr6b9) w momencie 

 

rozpocz9cia nara之enia i 10 zwierzt (osobnikw iilodch) na zbiornik 

 

(kntrprb9) po o si4gni9ciu 66. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera 

 

a do zakoficzenia naraenia. 

 

co najnniej 4 zabiegi z u却ciem badanej substaneji chemicznej oraz 

 

odpowiednie prby kontrolne. 

 

4.Ja ko§6 og wiet1enia 

 

5. Fotoperiod 

 

6. 0b9to§6 roztworu do badaii i 

 

naczynie badawcze (zblormk) 

 

7. Wymiana o b9to§ci 

 

do badaii 

 

8. Pocz4tkw wick o rganizm6w 

 

uytych do badaii 

 

9. Liczba o rganizmw na 

 

kntrprb9 

 

10. Liczba zabieg6w 

 

11. Liczba kntrprb na zabieg 4 kntrprby na zabieg poddania dzialaniu badanej substancji 

 

chemicznej i 8 kntrprb na potrzeby prby kontrolnej (prb 

 

kontrolnych). 

 

12. Liczba o rganizmw na badane co najmniej 80 zwierzt na zabieg poddania dzialaniu badanej 

 

substancji cheniicznej i co najiiiej 160 kntrpr6b na potrzeby pr6by 

 

kontrolnej (prb kontrolnych). 

 

Dowolna woda um之1iwiajca normalny wzrost i rozwj platany 

 

szponiastej (np. woda 2 rd1ana lub woda wodci4gowa prze丘tr〕wana 

 

przez 丘1 tr w9g1ow). 

 

Nie jest wymagane, ale napowietrzenie zbiornikw m2e by6 

 

konieczne, je之e1i poziomy st92enia rozpuszczonego tlenu s padn 
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14. Napowietrzanie 
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poni菊 zalecanych warto§ci granicznych,a wzrost przeplywu roztworu 

 

do badafi jest maksymalizowany. 

 

15.S t9之enie rozpuszczonego tienu Rozpuszczony tien: warto§6 nasyce血a powietrzemと 40 % lubと 3, 5 

 

w roztworze do badafi mg/i. 

 

6,5-8,5 (r2nice mi9 dzy kntrprbami i m i9dzy zabiegani nie powiiny 

 

przekrcz記 0,5). 

 

10-250 mg CaCO3 /1 

 

(Zob. dodatek 4) 

 

Od 8.-10, stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera do dziesi9ciu tygodni 

 

po medianie czasu potrzebnego di o si4gni9cia 62. stadium wedlug 

 

Nieuwkoopa i Fabera w wodzie lub grupie kontrolnej z 

 

rozpuszczalnikiem (maksymalnie 17 tygodni). 

 

Smierteino§6 (i nietypowy wgkd), czas potrzebny di o si4gni9cia 62. 

 

stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera (prbk o sobnikw w stadium 

 

larwalnym), ocena histologiczna tarczycy (pr6bka oso bnkw w 

 

stadium iarwainym), wzrost (masa i d1ugo§6), wsk2nik 

 

hepatosomatyczny (prbk o sob血kw mlodych), 

 

genetyczne/fenotypowe proporcje pici (prbk o sobnikw mlodych), 

 

badanie histopatoiogiczne gonad, drg rodnych, nerek i w4troby 

 

(prbk oso bnkw mlodych) oraz witeiiogenina w osoczu (w pr6bce 

 

osobnikw mlodych, opcjonainie). 

 

St9之enie rozpuszczonego tienu powiino zapewni5 warto§6 nasycenia 

 

powietrzem na pozioniie >40 %;§ rednia temperatura wody powinna 

 

wnosi6 21 + 1 oc, a r62nice mi9 dzy kntrprbami i m i9dzy zabiegami 

 

powinny wn0si6 <1,0。 C; pH roztworu do badaii powinno ne§ci6 si9 

 

w zakresic 6,5-8,5;§mi erteino§6 w grapje kontroinej powinna wnosi6 

 

S20 % w k2dej kntrprbie, a§ redni czas potrzebny do osi4gni9cia 62. 

 

stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera w grupie kontroinej powinien 

 

wnosi6 S 45 dni; S rednia masa organizmw u之ytych do badafi w 62. 

 

stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera i na zakoficzenie testu w pr6bach 

 

kontroinych i prbach kontroinych z rozpuszczaimkiem (e之eii s4 

 

stosowane) powinna wnosi6 odpowiedriio 1,0 + 0,2 i 11,5 + 3 g. 

 

powinny bメ dost9pne dowody pozwaij4ce wkz記,之 e st9之enia 

 

badanej substancji cheniicznej w roztworze utrzymano w granicach + 

 

20 %§ rednich warto§ci Dolliarowch. 
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Dodatek 4 

 

SCHEMAT 

 

Nale2y zaznaczy5,2e mimo i2 zaleca si9 s tosowa5 niniejszy schemat2y wienia, dopuszcza 

 

si9stosowanie metod alternatywnych, pod warunkiem 2e organizmy u2界e do ba dah rosn4 i 

 

rozwリ可4 si9 w odpowiednim tempie. 

 

Karmienie oso bnik6w w stadium larwalnym 

 

Pz〕ノgtwanie dieかルr4, 

 

A. 1:1 (obi.) pokarmu dia miodych pstr4g6w: giony / TetraFin⑧ (iub r6wnowa2nik); 

 

1. Pokann dia miodych pstr4g6w: 50 g pokarmu dia miodych pstr4g6w (drobnych granulek bib 

 

proszku) nale之y biendowa6 z 300 ml odpowiedniej, przefiltrowanej wody na wysokich 

 

obrotach przez 20 sekund. 

 

2. Glony / mieszanka TetraFin⑧ (iub rwnow吃nik): 12 g spiruiiny w tabletkach nale却 

 

b1endowa5 z 500 ml przefiitrowanej wody na wysokich obrotach przez 40 sekund, 12 g 

 

karmy TetraFin⑧ (iub rwnowa2nik) ble ndowa6 z 500 mi przefiltrowanej wody, a 

 

nas t9pnie pol4czメ te dwie mieszaniny, aby uz邪ka6 il spiruiiny o s t92eniu 12 g/i i 

 

TetraFin⑧ (iub r6wnowa2nika) o s t92eniu 12飢. 

 

3. Nie2y po14czメ r6wne o b9to§ci zblendowanego pokarmu dia miodych pstr4g6w i glon6w / 

 

mieszaninV TetraFin⑧ (iub rwnowa えn ika. 

 

B. So 1owce 

 

15 ml jajso lowc6w wyl9ga s i9 w 1 i slonej wody (przygotowanej przez dodanie 20 ml NaCl 

 

do 1 1 wody dej onizowanej). Po napowietrzaniu przez 24 godziny w temperaturze pokojowej 

 

przy stalym§ wietie soiowce pobiera si9. Zatrzymu4c napowietrzenie, pozawala si9 

 

solowcom kr6tkotrwale odsta6 przez 30 minut. Cysty, kt6re wyp1yn4 na powierzchn 

 

pojernnika, odlewa si9 i usuwa, a solowce przeiewa si9 przez odpowiednie 丘 itr i uzupelnia 

 

do 30 ml prze丘itrowan4 wod. 

 

Prol‘フk6lk'lrieniα 

 

W tabeli 1 podano dane referencyjne dotycz4ce rodzaju i i io§ci pokarmu stosowanego na 

 

etapie naraenia osobnikw w stadiach larwalnych Zwierz9ta naie2y kari6 trzy razy 

 

dziennie od poniedzialku do pi4tku i raz dziennie w weekendy. 

 

Tab ela 1:Sc hmt 之y wienia larw platany szponiastcj w warunkach 

 

SOlowce 

 

Pokarm dia miodych pstrag6w: 

 

giony/TetraFin⑧ (lub r6wnowaznik) 

 

Weekend 

 

(1 raz dziennie) 

 

Dzieh roboczy 

 

(dwa razy dziennie) 

 

Weekend 

 

(1 raz dziennie) 

 

Dzieh roboczy 

 

(3 razy dziennie) 

 

Czas* 

 

(po zapiodnieniu) 
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0,5 ml 

 

(oddnia8do 15) 

 

1ml 

 

(oddnia 16) 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

0,5 ml 

 

(oddnia8do 15) 

 

1ml 

 

(od dnia 16) 

 

i il 

 

i ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

2ml 

 

0,33 ml 

 

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 

 

Diii 4-14 

 

('v tygodniach i-1) 

 

Tydzieh 2 

 

Ty dzieh3 

 

Ty dzieh 4 

 

Ty dzieh 5 

 

Ty dzieh 6 

 

Ty dzieh 7 

 

Ty 20dnie 8-10 

 

* Dzieh O oznacza dzieh wykonania zastrzyku z hCG. 

 

Przejscie z pokarmu dia iarw na pokarm dia oso bnik6w miodych 

 

Po caikowitym przeobraeniu tarwy przechodz4 na diet9 dia oso bnik6w miodych 

 

0pracowywan4 zgodnie z poni2szym opisem. W czasie tegl prze§cia naie2y zmniesza6 

 

iio§5 pokarmu dia larw i zwi9ksza6 i 1o§6 pokarmu dia oso bnik6w miodych. Mo2na to 

 

przeprowadzk, stopniowo zmniesz可ac i io§6 pokarmu dia iarw,j edno cze§nie stopniowo 

 

zwi9ksza4c i 1o§6 pokarmu dia oso bnik6w miodych, gdy kada z grup pi9ciu kijanek 

 

ukoiiczy 62. stadium wedkig Nieuwkoopa i Fabera oraz zb1i2y si9 do ukohczenia 

 

przeobraenia w 66. stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera. 

 

Karmienie oso bnik6w miodych 

 

Dieta oso bnikw miodych 

 

Po zakohczeniu procesu przeobra2ania (w 66. stadium) schemat之y wienia zmienia si9 

 

dia 2a b o 

 

okiejja ko§ci opad可jcy na dno 

 

班, Fioryda, s tan Zjednoczone) iub r6wnowa乞ny. 

 

zwierz9tom podaje si9 w14cznie w 

 

rozmiarze 3/32 caja (Xenopus Expres 

 

Przygotowywanie pokruszonego granulatu do stosowania w okresie przej.kia ze stadium 

 

たrwaんego do stadium mんdcianeg 

 

Granuiki o pad喚cego na dno pokarmu dia 2 ab przez kr6tki czas rozdrabnia si9 w miynku 

 

do kawy, bienderze tub kruszy za pomoc4 mo2dzierza i thiczka w ceiu zmniejszenia 

 

rozmiaru granuiek o okolo 1/3. Nie zaieca si9 zbメ diugiego przetwarzania, poniewa2 

 

prowadzi to do powstania proszku. 

 

cyjne dotcz4ce rodzaju i i io§ci paszy stosowanej w 

 

rozwoju. Zwierz9ta naie2y karmi5 raz dziennie. Nale2y 
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zaznacz5, 2e w okresie 

 

momenta, w kt6rm >95 

 

przeobra2enia zwierz9ta nadal o trzymu por可9 so lowc6w a2 do 

 

% zwierzt zakohczy przeobra2anie. 

 

Zwierzt nie nale2y karmi6 w dniu zakoiczenia badania, aby pasza nie zakl6c証a pomiar6w 

 

Illasy. 

 

Tabela 2:Sc hmt 之y wienia mlodych oso bnikw platany szponiastej w wanmkach przcplywu. Na1e却 

 

zaznaczy6, 之e nieprzeobr2one zwierz9ta, w tyr tc, kt6rch przeobr2enie zostalo o p62nione w wyniku 

 

poddania dzialaniu substancji c heniczn, ie potrafu j e§6 niepokruszonego granulatu. 

 

Czas 

 

(tygodnie po medianie daty przeobraaenia) 

 

W momencie zakhczenia przeobrazenia 

 

Tygodnie 0-1 

 

Tygodnie 2-

Tygodnie 4-5 

 

Tygodnie 6 -9 

 

0可，to§ぐ pokruszonego 

 

granulatu 

 

(mg na m!oda zab) 

 

25 

 

25 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0可，to§ぐ niepokruszonego 

 

granulatu 

 

(mg na mloda zab) 

 

0 

 

ヘノー 

 

1 
6 

 

1 
ー 

 

220 

 

* Pierwszy dzieh tygodnia 0 oznacza median9 daty przeobraaenia zwierzt z pr6by kontrolnej. 
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Dodatek 5 

 

OKRESLANI PLC! GNETYCZNE1 

 

Metida ikre§lania pki genetycznej platany szpiniastej ipiera si9 na metidzie ipisanej 

 

乙ez Yishimoti e t al. 2008. W razie potrzeby ze s zczeg6liwmi procedurami dotycz4cymi 

 

〕iwaia genetycznegi mi2na s i9 zapizna6 w tej publikacji. Mi之na korzysta6 z metod 

 

alternatywnych (np. laficuchiwej reakcji pilimerazy w czasie rzeczywistym i wysikiej 

 

przepustiwi§ci), j e之eli ika s i9 idpiwiednie. 

 

Starter platany szponiastej 

 

Marker DArW 

 

Sensiwny: 5 '-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3' 

 

Antysensiwny: 5' -GGGCAGAGTCACATATACTG-3' 

 

Kontroたdodatnia 

 

Sensiwny: 5 '-AACAGGAGCCCAATTCTG G-3' 

 

Antysensiwny: 5 '-AACTGCTTGACCTCTAATGC-' 

 

lczyszczanie DNA 

 

Nale之y oc zy§ci6 DNA z tkanki mi9§niiw可 lub s k6ry, uyw痕c np. Qiagen DNeasy Blood 

 

and Tissue Kit (i numerze katalogowym 69506) lub pidibnegi produktu zgodnie z 

 

instrukcj ami dohczinymi di zestawu. W przypadku gdy jest to konieczne do PCR, DNA 

 

mo2na wymywa6 z kolumn typu spin, u2ywjc mniejszeji 1o§ci roztworu buforowego, aby 

 

otrzyma5 pr6bki o w弾szym s t92eniu. Nale2y zauwa ,之e DNA jest dosy5 stabilne, 

 

dlatego trzeba zachowa6 o stro2no§6, aby nie dopugci6 do zanieczyszczenia krz,owego, 

 

kt6re mogloby prowadzi5 do b19dn可 charakterystyki sa mc6w jako samic lub odwrotnie. 

 

PCR 

 

Przykladowy protokl dotcz4cy stosowania J u pstartlM Taq firmy s igma przedstawiono 

 

w tabell 1. 

 

Przykladowy pr)tokl dotcz4cy stosowania Jumps tartm Taq firm Si gma 

 

tst,2enie 

 

Mieszanina gl6wna 
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ko血cowe1 

 

Woda wolna od nukleaz (NFW) 

 

lOX rztw6r buforowy 

 

MgC12 (25 mM) 

 

Deoksynukleotydy (dNTP) (10 

 

mM k之d) 

 

Marker startera (8 tiM) 

 

Marker startera antysensownego 

 

(8 tM) 

 

Prba kontrolna startera (8 iM) 

 

Prba kontrolna startera 

 

antysensownego (8 tM) 

 

JumpS tartIM Taq 

 

Wzorzec DNA 

 

2,5 mM 

 

200心4 

 

0,3心4 

 

0,3心4 

 

0,3心4 

 

0,3心4 

 

0,05 

 

jednostek/叫 

 

~200 pg/t1 

 

・1 
0 

0 
4, 

8 
8 

8 
8 

4, 
0 

 

1
（
ム
ノ
（
ノ
「
 

αノ 
α
ノ
α
ノ
 

α
ノ
α
ノ
 

αノ 
L 

 

Uwaga: na 1e2y przygotowa5 wi9ksz4 i 1o§6 mieszaniny gl6wn可, aby uwzg19dni5 straty, kt6re 

 

mog4 nast4pi6 podczas pipetowania (np. 25x mo2na wkorzysta6 jedynie do 24 reakcji). 

 

Reakcja: 

 

Mieszanina gl6wna 19,0 i1 

 

Wzorzec 

 

Og6len1 

 

LO t1 

 

20,0 !11 

 

Charakte?ysり'ka termocykiera: 

 

Krok 1. 94oC iminuta 

 

Krok 2. 

 

Krok 5 

 

94 oc 3o sekund 

 

oC 30 sekund 

 

oCi minuta 

 

Zob. krok 2. 35 cykli 

 

Krok 6. 72o C i minuta 

 

Krok 7. 4。C utrzyma6 

 

Produkty powstale w wyniku PCR mo2 na od razu wkorzysta w 2e 1u lub przechowywa w 

 

temperaturze 4 oc. 
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Elektroforeza w zelu agarozowym (3 %) (przykladowy protokol) 

 

50XTAE 

 

Tris 24,2 g 

 

Kwas octowy lodowaty 5,71 ml 

 

Na2 (EDTA)・2120 3,72 g 

 

Doda wod9 do uzyskania 100 ml 

 

1xz4E 

 

120 392 ml 

 

SIX TAE 8ml 

 

3ゾagarozy 

 

3c z9§ci agarozy NusieveTM GTGTM 

 

ic z9§6 agarozy Fishera o niskiej elektroosmozie 

 

Metoda 

 

1. Przygotowa5 3 %2e i, dod喚c 1,2 g mieszanki agarozy do 43 ml iX TAE.Mies za6 do 

 

rozpadu duych grudek. 

 

2. Podgrzewa6 mies zanin9 agarozy w kuchence mikrofalowej do calkowitego rozpuszczenia 

 

(unik痕c wykipienia). Zostawk, aby troch9 ostygla. 

 

3. Doda6 1,0 tl bromku etydyny (10 mg/rl). Zamiesza6 kolb4. Nale2y zauwa2,2e bromek 

 

etydyny jest mutagenny, wi9c w tyr kroku - w miar9 istnienia technicznych mo2iiwo§ci - 

 

nale2y s tosowa6 alternatywne substancie chemiczne, aby zminimalizowa6 zagro2enie dia 

 

zdrowia pracownik6w1. 

 

4. Wla6 2e 1 do firmy przy u2yciu grzebienia. 0studzi6 calkowicie. 

 

5. Naie§6 之e l na a parature. Przvkrv5 2e 1 iX TAE. 

 

/WE Parlamentu Europei skiego i Rady z dnia 29 kwietnia 2004 r. 

 

c zyrnikw 

 

art. 16 ust. 1 

 

zagro2eniem dotcz4cym nara2enia na dzialanie 

 

i dyrektywy 2004/3 7 

 

pracownikw przed 

 

Zgodnie z art. 4 ust. 

 

w sprawie ocbrony 

 

rakotwrczych lub mutagen6w podczas pracy (sz6sta dyrektywa s zczeg6lowa w rozumieniu 

 

dyrektywy Rady 89/391/EWG) (Dz.U. L 158 z 30.4.2004,s . 50). 
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6. Doda6 1 i1 6 x barwnika do nanoszenia do ka2dch 10 .tl produktu powstalego w wyniku 

 

PCR. 

 

Przenie§5 pr6bki do dolk6w za pomoc4 pipety. 

 

Whczy6 a paratur9 przy stalym napi9ciu 160 wolt6w na~ 20 minut. 

 

Obraz 2e lu agarozowego pokazuacego wzory pr42k6w charakterystycznych dia oso bnik6w 

 

pici m9ski可 i 2ehs k可 przedstawiono na rys. 1. 

 

srozowego pokzu4cy wz6r pr2kw charakterystycznych dia oso brkw pici 

 

epasmo~ 203 pz: DIRTi) i 2e iiski (早) (dwa pr"ki~ 259 pz: Dl-W i 203 pz: 

 

Dl-W 

 

DIRTi 

 

Rys. 1: Obraz 2e iu 

 

m9ski可（8）印可ed 

 

DIR 1) 

 

7 

 

8 
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Dodatek 6 

 

POMIAR WITELLOGENINY 

 

Pomiaru witeilogeniny (VTG) dokonuje s i9 przy uyciu metody wkorzystu 4c可 test 

 

immunoenzymatyczny (ELIsA), kt6r4 pocztkowo opracowano dia VTG strzebli 

 

wielkoglowej (Parks e t a l., 1999). lbecnie na rynku nie ma dost9pnych przeciwcial dia 

 

platany szponiastej. Bior4c pod u wag9 bogactwo informacji na temat tego bialka i 

 

dost9pno§5 oplacainych ushig w zakresie komercyjnej produkcji przeciwcial, rozs4dn 

 

wydaje si9 jednak,2e laboratoria mo g4 latwo o pracowa6 test E LISA w ceiu dokonanie tegl 

 

pomiaru (limstead e t a l., 2009). limstead e t al. (2009) poda4 r6wnie2 opis testu 

 

zmodyfikowanego pod k4tem VTG u afrykafiskiej2 by szponiastej, jak podano poni2ej. W 

 

metodzie tej wykorzystuj e s i9 przeciwciaio anty-VTG a frykaskiej2 aby szponiastej, aie 

 

wiadomo, 2 e dziaia ono rwnie2 na VTG piatany szponiastej. Naie2y zaznacz ,2 e mo2na 

 

r6wnie2 s tosowa5 niekompetycyjne testy E LISA oraz之 e moga one posiada5 ni2sze granice 

 

wykrywa1no§ci n i2 metoda opisana poni2e. 

 

Materialy i odczynniki 

 

preadsorbowana surowica zawierajc a przeciwciala pierwszorz9dowe 

 

Zmiesza6 i c z9§6 surowicy zawiera4cej przeciwciala pierwszorz9dowe anty-VIG 

 

afrykaiiski可 2 aby szponiastej z 2 c z9§ciami osocza pobranego od sarca z prby kontrolnej 

 

i pozostawi6 w temperaturze pokojowej na~ 75 minut, po1o2y na lodzie na 30 minut, 

 

o dwirowa5 przy >20K x G przez i godzin9 w temperaturze 4。C , usun46 supernatant, 

 

podzieii5 na podwieiokrotnogci, przechowywa w temperaturze -20。 c. 

 

przeciwciala drugorz9dowe 

 

koniugat kozi a ntykr6iiczy IgG-IRP (np. Bio-Rad I 72-101 9) 

 

wzorzec VTG 

 

oczyszczona VTG platany szponiastej o st92eniu 3,3 mg/ml 

 

TMB (3,3',5,5' tetrametylobenzydyna) (np. KPL 50-76-00 lub S igma T 0440) 

 

normaina surowica kozia (np. Chemicon⑧ S 26-100 ml) 

 

96-dolkowe poiistyrenowe mikroplytki do test6w immunoenzymatycznych (np. 'CN: 76-

381-04, Cos tar:53590, Fisher:07-200-35) 

 

cieplarka iaboratoryjna do plメek utrzymu ca temperatur9 37。 c (lub szybko odzyskuj 

 

r6wnowag9 inkubator powietrzny), lania wodna do prob6wek 

 

pozostaly zwykly s prz9t laboratoryjny, substancie chemiczne i materialy 

 

Receptury 

 

Rztwdr buforowy oplaszcz可qcy (50 mM bufora wfglmoweg, pk 9分 
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1,26 g 

 

0,68 g 

 

428 ml 

 

NaHC03 

 

Na2CO3 

 

woda 

 

1 IX PBs色l1'びsforanu, 1,5 INaCl): 

 

NaH2P04・120 0,83 g 

 

Na2HP04・7 120 20, g 

 

71 g 

 

810 ml 

 

NaCi 

 

woda 

 

ROztwr biグbrowy do prev'"'ania (PBSひ 

 

100ml 

 

900 ml 

 

lOX PBS 

 

woda 

 

Wyregu1owa6 pI do 7,3 za pomoc4 1 M ICI,a nast9pnie doda6 0,5 ml T ween-20. 

 

Bufor testowy: 

 

normalna surowica kozia 3,75 ml 

 

Roztw6r buforowy do przemywania 146,25 ml 

 

Pobieranie pr6bek 

 

Kiew pobiera s i9 przy pomocy kapilary mikrohematokrytowej powlekanej heparyn4, kt6r4 

 

umieszcza si9 na lodzie. Po odwirowaniu przez 3 minuty kapi1ar9 ocenia si9 , otwiera,a 

 

osocze przelewa si9 do prob6wek do mikrowir6wki o p可emno§ci 0,6 ml, kt6re zawier痕 

 

0,13 jednostki liofilizowanej aprotyniny (prob6wki te przygotowuje s i9 z wyprzedzeniem, 

 

dod喚co dpowiedi4 i lo§5 aprotyniny, zamra2可4c i 1io丘lizu4c w wir6wce, w niskiej 

 

temperaturze, a2 do wyschni9ci). Osoeze nale2y przechowywa6 w temperaturze -80 oc do 

 

momentu poddania go analizie. 

 

Procedura dia jednej plytki 

 

Powlekanie p加id 

 

Zmiesza6 20 .tl oczyszczonego VTG z 22 ml bufora w9g1anowego (st92enie koicowe: 3 

 

ig/ml). Doda5 200 tl roztworu do ka2dego dolka na wykorzystywanej pl界ce 96-dolkow. 

 

Pokry6 p1ytk9 sa moprzy1epn4 fl4 uszcze1ni可4c4 i pozostawi6 do inkubacji w temperaturze 
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37。 C przez 2 godziny (lub w temperaturze 4 oc przez flic) 

 

βlkwan ie P加id 

 

RoZtw6r bloklり4cy prZygot 

 

KOzrwir D ii」くu〕4cy przygoro" 

 

bufora w9glanowego. Usun 

 

dod可4c 2 ml 

 

powlek可 4cy 

 

roztworu b liku4cegi do ka2dego dulka. 

 

pozostawi6 do irikubaeji w temperaturze 

 

przez nie) 

 

Prz〕ノgtwanie wzor6w 

 

normalnej surowicy kiziej do 38 

 

i o trz4sn46 do sucha. Doda6 350 

 

司
皿
 

 

Pokr6 pl界k9 samoprzylepnq fili4 uszczelniajc4 i 

 

37。 c przez 2 godziny (lub w temperaturze 4。C 

 

5,8 il wzirca oczyszczonej VTG wymiesza6 z 1,5 ml bufora testowego w jednorazowej 

 

szklanej prob6wce borokrzemowej o wymiarach 12 x 75 nim. Uzyskane s t9之enie wznosi 12 

 

760 ng/ml. Nast9pnie tworzy si9 se r9 rozcieiiczei w pist9pie geometrycznym, dod喚c 750 

 

tl piprzedniego rozcieiiczenia do 750 .tl bufora testowego, aby uzyska6 s t9之enia kuiiciwe 

 

wynosz4ce 12 760, 6 380, 3 190, 1 595, 798, 399, 199, 100 i 50 ng/ml. 

 

P厘〕ノgtwanie pめbek 

 

Rozpocz46 od rozciehczenia osocza w buforze testowym w stosunku 1:300 (np. po1aczメ i 

 

Flosocza z 299 i1 bufora testowego) lub 1:30. Je2eli oczekuje si9 duejilo§ci VTG, 

 

konieczne mo2e by6 przygotowanie dodatkowych roztwor6w lub roztwor6w bardziej 

 

rozcieficzonych. Nale2y d42メ do utrzymania warto§ci B/B0 w zakresie wzorc6w. W 

 

przypadku pr6bek, w kt6rch i io§6 VTG nie jest znaczna, np. u sa mc6w i samic w pr6bie 

 

kontroinej (z kt6rych wszystkie s4 niedojrzale), na1e2y s tosowa6 roztw6r o stosunku 1:30. 

 

W roztworach rozcieitczonych w rnniejszym stopniu ni2 o kre§lono pow弾ejmo g4 pijawia5 

 

si9niepo24dane wplywy matrycy. 

 

Ponadto zaleca si9 przeprowadzenie analizy pr6by kontrolnej dodatniej w odniesieniu do 

 

ka2d可 plytki. Prba ta pochodzi z puhi osocza zawierj4cego wysoko indukowane poziomy 

 

VTG. Pu19 t9 najpierw rozciehcza s i9 w normalnej surowicy koziej, dzieli na 

 

podwielokrotno§ci i przechowuje w temperaturze -80。 c. Dia ka2dj plメki 

 

podwielokotno§5 rozmraa sig, jeszcze bardziej rzciehcza w buforze testowym i analizuje 

 

podobnie jak pr6bk9 testow4. 

 

勿ku ba cja zprzeciwc彪んmi pierwzorzダdw'17li 

 

1-rzeciwciala p1erwszorz9towe przygotowu〕es i9, rozpuszcza4c preadsorbowan4 s urowic9 

 

zawierajc4 przeciwciala pierwszorz9dowe w buforze testowym w stosunku 1:2 000 (np. 8 

 

tl do 16 ml bufora testowego). 300 ti roztworu zawieraj4cego przeciwciaha 

 

pierwszorz9dowe nale2y pohczy5 z 300 tl pr6bki/wzorca w szklanej prb6wce. Prob6wk 

 

B0 przygotowuje s i9 podobnie - przy u2yciu 300 tl bufora testowego oraz 300 tl 

 

przeciwcial. Nale2y tak2e przygotowa6 prob6wk9 z NsB, korzystj4c whcznie z 600 tl 

 

bufora testowego, czyli bez przeciwcial. Przykry5 prob6wki foli4 uszczelnia4c4 i delikatnie 

 

wVmiesza6 w wir6wce. Pozostawi6 do inkubacii w tem〕eraturze 37。C rrzez 1 aodzine. 
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巧'cie p加id 

 

Umメ p1ytk9 tu2 przed zakohczeniem inkubacji przeciwciala pierwszorz9dowego. Odbywa 

 

si9to poprzez w界rz4§ni9cie zawarto§ci i osuszenie na c hloniym papierze. Nast9pnie dolki 

 

na1e2y wypelni6 350 i1 roztworu do mycia,o pr62ni6 i os uszメ. Przydatna jest tu 

 

automatyczna pipeta wielokanalowa lub pluczka do plytek. Etap mycia powtarza s i9 jeszcze 

 

dwukrotnie, czyli kicznie plytki myje si9 trzykrotnie. 

 

Zpelian ie p加ki 

 

Po umyciu p[ytki prob6wki naie2y wガ46 z la2 ni wodnej i lekko o dwir)wa6. Doda6 200 ii z 

 

ka2dj pr6bki, wzorca, B0 oraz prb6wki z NSB do zduplikowanych doik6w na pl界ce. 

 

P1ytk9 naie2y pokr6 sa moprzlepn4 f1i4 uszczelnij4c4 i pozostawi6 do inkubacji w 

 

temperaturze 37 oc przez i godzin9. 

 

In ku ba（こ1α z przeciwciaたmi dzlgrzダdwノ11li 

 

ie, plytk9 naie之y ponownie 

 

cial 

 

mi 

 

乙ony roztw6r przeciw 

 

z 50 

 

roztworu 

 

etap 

 

[enC】 

 

kt6r ma miejsce na poprzednim 

 

spos6b opisany powy2可. Rozcj 

 

aりi, 

 

w 

 

Po zakohczeniu inkub 

 

trzykrotnie przemメ 

 

drugorz9dowych przygotowuje siv, mieszjc 2,5 i1 przeciwcial drugorz9dowych 

 

bufora testowego. Do ka2dego duka nale2y doda6 200 t1 rozcie五czonego 

 

・rz9dowych, uszczelni6 jak opisano w2ej i pozostawi5 do inkubacji przez 

 

eraturze 37 o c 

 

przeciwcial drugc 

 

i godzin9 w temp 

 

Dodanie substratu 

 

Po zaktczeniu inkubaeji z przeciwcialami drugorz9dowymi na ie2y przemy5 plytk 

 

trzykrotnie w s pos6b opisany powyej. Do ka2dego dulka nale2y doda6 100 i1 substratu 

 

TMB. Nale之y u o之1iwi6 zaj§c ie reakcji przez 10 minut, naj lepiej przy slabym o§ wietieniu. 

 

Reakj9 nale2y zatrzyma6, dod喚c 100 i1 i M kwasu fosforowego. W wyniku tegl 

 

dzialania barwa zmieni s i9 z niebieskiej na intensywnie之6 it4. Nale2y zmierzy5 bsorb 

 

przy 450 nr, korzystj4c z czytnika plメek. 

 

lbliczanieβ属 

 

Naie2y o d46§ rednk warto§6 NSB od wszystkich pomiar6w. Warto§6 B/B~ dia ka2dej 

 

pr6bki i wzorca oblicza siv, dziekc warto§5 absorbancji (B) przez § redi4 absorban可9 

 

pr6bki B~. 

 

wzorcowげ i o keglenie nieznanych ilog ci 

 

Uzyskiwanie 

 

Przy pomocy oprogramowania do tworzenia wykres6w (np.s 1idewrite]M lub s igma Piot⑧) 

 

naie2y wygenerowa6 krzyw4 wzorcow4, kt6ra dokona ekstrapolacji i io§ci z B/B0 pr6bki w 

 

oparciu o B/B~ wzorca. Zazwyczaj i 1o§6 jest wykre§iana na skali logarytmicznej, a krzywa 

 

ma ksztait sigmoidalny. W przypadku stosowania w4skiego zakresu wzorc6w mo2e jednak 

 

wydawa5 siv,2e wykres jest liniowy. Nale2y s korgowa5 i 1o§ci prbek o wsp6lczylmik 
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rozcieiiczenia i podad jako mg VTG/ml osocza. 

 

0krJlnie minimalnych granic wノkrwalogci 

 

Spos6b raportowania wynik6w z niskich warto§ci c z9sto nie jest jasny,s zczeg6lnie w 

 

przypadku normalnych samc6 w. W takich przypadkach do o kre§lenia, czy warto§6 na1e2y 

 

zarejestrowa6 jako zero, czy te2 jako inn4 liczb9,na 1e2y wkorzysta5 95 % granice ufno§ci. 

 

Je2eli wynik pr6bk m ie§ci si9 w przedziale ufno§ci wzorca zerowego (B0), wynik nale2y 

 

zg1osi5 jako zero. Minimainy poziom wykrywalno§ci b9dzie njni2szym wzorcem, 

 

konsekwentnie o dbieg可acym od wzorca zerowego; oznacza to,2e dwa przedzialy ufno§ci 

 

nie pokryw可4 siv. W odniesieniu do ka2dego wyniku pr6bki, kt6ry mie§ci s i9 w granicach 

 

ufnogci dia minimalnego poziomu wykrwa1nogci iub jest od niego w弾szy, rejestruje si9 

 

obliczon4 warto§5.Je2 e1i pr6bka m ie§ci s i9 w przedziale mi9dzy wzorcem zerowym a 

 

przedzialami minimalnego poziomu wykrywainoSci, naie之y podad polow9 minimainego 

 

poziomu wykrw1no§ci dia warto§ci tej pr6bki. 
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Dodatek 7 

 

ANALIZA STAT YSTYCZNA 

 

W badaniu LAGDA generowane s4 trzy rodzaje danych, kt6re nale2y podda6 analizie 

 

statystycznej: 1)i lo§ciowe dane cia gle, 2) dane dotycz4ce czasu do wyst4pienia wydarzenia 

 

w odniesieniu do tempa rozwoju (czas potrzebny do os i4gni9cia 62. stadium wedlug 

 

Nieuwkoopa i Fabera) oraz 3) dane porzadkowe w postaci stopnia nasilenia lub s tadi6w 

 

rozwojowych o kre§lonych na podstawie icen histopatologicznych. Zalecane drzewo 

 

decyzyjne analizy statystycznej na potrzeby badania LAGDA przedstawiono na wykresie 1. 

 

Poni2可 przedstawiono r6wnie2 n iekt6re adnotacje, kt6re m og4 by6 potrzebne di 

 

przeprowadzenia analizy statystycznej pomiar6w uzyskanych w wyniku badania LAGDA. 

 

W przypadku drzewa decyzyjnego wyniki pomiar6w w odniesieniu do§m ierte1no§ci, 

 

wzrostu (masa i dIugo§6) oraz wsk2nika hepatosomatycznego (LSI)na 1e2y anahzowa6 

 

zgodnie z g alezia ..imie D uktv kohcowe". 

 

Dane ciagle 

 

Dane dotycz4ce cig1ych punkt6w kohcowch nale2y najpierw s prawdzk pod ktem 

 

monotoniczno§ci poprzez przeksztalcenie danych w rankingu, dopasowanie do modelu 

 

ANO VA iraz por6wnanie kntrast6w liniowych i kwadratowych. Je2eli dane sa 

 

monotoniczne, na le2y wkona6 regresyjny test trendu Jonckheere'a-Terpstry na medianach 

 

kontrpr6b i nie na le2y stosowa6 2a dnych dalszych analiz.M etod4 a ltertywn 

 

pozyskiwania danych, kt6re s4 zwykle rozprowadzane z jednorodnymi wariancjami, jest 

 

regresyjny test Williamsa.J e2eli dane s4 niemonotoniczne (kontrast kwadratowy jest 

 

znacz4cy, a liniowy nie jest znacz4c),na le2y je aalizowa5 przy u2yciu modelu 

 

mieszanego ANOVA. Dane nale2y nast9pnie o ceni6 pod ktem normalno§ci印 referuje si9 

 

stosowanie testu S hapiro-Wilka lub testu Andersona-Darlinga) i jednorodno§ci wariancji 

 

(preferuje si9 stosowanie testu Levene'a). Oba testy przeprowadza s i9 na resztach modelu 

 

mieszanego ANO VA. Zamiast tych formalnych bada五 nor alno§ci i jednordo§ci 

 

wariancji mo2na o prze6 si9 na swojej najlepszej wiedzy, jednak preferowane s4 badania 

 

formalne Je之e li dane m可4 rozklad normalny o jednorodnej wariancji, w6wczas zlo2enia 

 

modelu mieszanego ANO VA uznaje si9 za spelnione, a istotny wynik zabiegu okre§1a s i9 na 

 

podstawie testu Dunnetta. W przypadku stwierdzenia odchylenia od firmy lub 

 

niejednorodo§ci wariancji naruszane s4 za1o2enia Dunnetta i nale2y d42y6 do transformacji 

 

norma1izuj 4cj i stabi1izuj acj wariac9 Je§ 1i taka transformacja nie zostanie wykr界a, 

 

w6wczas istotny wynik zabiegu jest o kreglany na podstawie testu Dunna. Gdy tyiko to 

 

mo2 liwe, aaliz9 dwuczynikow4 nale2y zast4pi5 analiz4 j ednoczynnikow4, j ednak 

 

0 kre§lenie, kt6ra z nich jest odpowiednia dia danego punktu kohcowego, wymaga 

 

profesjonainego os4du. 

 

Sm iertl0紀 

 

Dane dotycz4ce§m iertelno§ci naie2y analizowa6 w odniesieniu do calego okresu badania i 

 

nale2y wrazi5 je jako odsetek padni96 w danym zbiorniku. Liczby kijanek, kt6re w danym 
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okresie nie dokohcz4 przeobra2enia, kijanek, kt6re zn du4 s i9 w kohorcie podpr6bek 

 

osobnik6w w stadium larwalnym, miodych 2 ab, kt6re zost可4 wyeliminowane, oraz 

 

wszystkich zwierzt, kt6re umier可4 z powodu bl9du eksperymentatora, nale2y traktowa5 

 

jako dane cenzurowane i nie nale2y uwzg19dnia6 ich w mianowniku obliczenia 

 

procentowego. Przed przyst4pieniem do jakichkolwiek analiz statystycznych nale2y 

 

przeksztalci6 odsetek upadkowoSci w pierwiastek kwadratowy arcsin.Me tod4 alternatwn4 

 

取dzie regresyjny test Cocbrana-Armitage'a, ewentualnie z korekt4 Rao-Scotta w przypadku 

 

nadmierneai rozDroszenia. 

 

Masa i dlgJd (dane doりノczqce wzros切 

 

W czasie przeobra2enia samce i samice nie wkazu dymor丘zmu piciowego, diatego 

 

analiza danych dotycz4cych wzrostu na podstawie pobranych podpr6bek oso bnik6w w 

 

stadium larwalnym powinna by6 niezale2na od pici. Dane dotycz4ce wzrostu osob nik6w 

 

j ednak pod1ega5 oddzielnej analizie na podstawie pici genetycznej. W 

 

okaza6 s i9 uwzgl9dnienie 

 

arytm danych dotyczacych 

 

koficowych konieczne mofe 

 

punkt6w 

 

miodych powi 

 

przypadku ty 

 

przeksztalcenia logarytmicznego, poniewa2 naturalny log 

 

wielkSci nie jest rzadko§ci4. 

 

Wkど1lik hep atosomaかczny 4切 

 

Wag9 w4troby na 1e2y znormalizowa6 w stosunku do masy calego ciala (ti. LSI) i 

 

analizowa6 oddzielnie na podstawie pici genetycznej. 

 

Czas potrzebny do os i4gni,cia 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera 

 

Dane dotcz4ce czasu potrzebnego do przeobra2enia nale2y traktowa6 jako dane dotcz4ce 

 

czasu do wyst4pienia zdarzenia, przy czym dane dotcz4ce§ miertelno§ci lub o sobnik6w, 

 

kt6re nie osi4gn9ly 62. stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera w ci4gu 70 dni, na1e2y 

 

traktowa6 jako dane uci9te prawostronnie (tzn. rzeczywista warto§5 jest wi9ksza n i2 70 dni, 

 

ale badanie koficzy si9 przed osi4gni9ciem 62. stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera w 

 

ci4gu 70 dni). Doo kre§1enia daty zakohczenia badania nale2y wkorzysta5 media9 czasu 

 

potrzebnego do zakoiczenia przeobra2enia w 62. stadium wedlug Nieuwkoopa i Fabera w 

 

pr6bie kontrolnej z wod4 rozcie11czjc4.M edian9 czasu potrzebnego do zakoiiczenia 

 

przeobra2enia mo2na o kre§1i6 za pomoc4 e stymator6w Kaplana-Meiera. Ten punkt 

 

koitcowy n a1e2y an alizowa6 przy uyciu modelu mieszanego proporcjonalnego hazardu 

 

Coxa z uwzg19dnieniem struktury kontrpr6b badania. 

 

Dane histopatologiczne (stopnie nasilenia i stadia rozwoj owe) 

 

Dane histopatologiczne prezentowane s4 w postaci stopni nasilenia lub stadi6w 

 

rozwojowych. W te§cie RSCABS (Rao-Scott Cochran-Armitage by S 1ices) wykorzystuje si9 

 

regresyjny test trendu Cocbrana-Armitage'a z korekt4 Rao-Scotta na ka2dm poziomie skali 

 

nasilenia ojaw6w w reakcji histopatologicznej (Green et al., 2014). Korekta Rao-Scotta 

 

wprowadza do testu plan do§wiadcza1ny naczyii z kontrprb4. Procedura " by S lices" 

 

uwzgl9dnia przewidywanie biologiczne,2e stopieh nasilenia objaw6w zazwyczaj ro§nie 
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wraz z rosn4cym badanym s t92eniem lub dawk4, przy jednoczesnym zachowaniu 

 

indywidualnych wyiiik6w i ujawnieniu nasilenia ka2dego stwierdzonego efektu. Procedura 

 

RSCABS nie tylkoo kre§la, kt6re zabiegi o diega4 statystycznie od kontroli (tj. wkazu4 

 

wi9ksze nasilenie zmian patologicznych ni2 kontrole), ale take, przy jakim stopniu 

 

dotkliwo§ci wyst9pue rozie2no§5, tyr samym na d喚c analizie bardzo potrzebny kontekst. 

 

W przypadku s tadi6w rozwojowych gonad i dr6g rodnych n ale2y zastosowa6 dodtkow4 

 

manipula可9 danymi, poniewa2 RSCABS zakiada,2e nasilenie s kutkw wzrasta wraz z 

 

dawk4. Obserwowanym skutkiem m o2e bメ op62nienie lub przyspieszenie rozwoju. 

 

Diatego te之 dane dotycz4ce e tap6w rozwoju powirmy bメ analizowane w taki s pos6b, w jaki 

 

zostaly zgloszone w celu wykrycia przyspieszenia rozwoju, a nast9pnie przed drug4 a nalz4 

 

poddane inwersji manualnej w cclii wykrycia op6乞nienia w rozwoju. 

 

Rys. 1: Drzewo decyzyjne dot. analizy statystycznej danych LAGDA 
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Dodatek 8 

 

WSTIE DOTYCZ4CE S LEDZENIA PRZEBIEGU I MINIMALIZOWANIA 

 

PRZYPADKOW WYSTIP0W NIA SKO LIOZY 

 

S kolioza idiopatyczna,o bawi痕ca s i9 zwykle jako ,,zgi9t ogon" u kijanek platany 

 

szponiastej, mo2e utrudnia6 obserwacje morfologiczne i behawioralne w populacjach 

 

poddawanych badaniu. Nale2y do1o2メs tara, aby zminima1izowa6 c z9sto§6 wyst9powania 

 

skoliozy lub calkowicie j4 wyeliminowa6, zar6wno w stadzie, jak i w warunkach badania. 

 

Zaleca sig, aby w badaniu ostatecznym c z9sto§6 wyst9powania umiarkowanej i c i92kij 

 

skoliozy byla mniejsza ni之 10 % w cdlu zwi9kszenia ufno§ci,之e badanie mo之e wykr5 

 

zwiazane z zbiegem skutki rozwoiowe u zdrowvch larw Dlaz6w. 

 

W ramach co dziemlych obserwacji podczas badania ostatecznego nale之y rjestrowa5 

 

zar6wno c z9sto§6 wyst9powania (indywidualna liczba), jak i nasilenie skoliozy, o ile 

 

wyst9puj e. Charakter nieprawidiowo§ci nale2y opisa6 w odniesieniu do miei sca 

 

. pow弾e lub poni2ej odbytu) i kierunku krzywizny (np. boczna lub 

 

Stopieii nasilenia mo2na o kreSl6 w nast9puj4cy s pos6b: 

 

wyst9powania (np 

 

grzbietobrzuszna). 

 

(NZ): nieznaczny: nie zaobserwowano krzywizny; 

 

nimalny: nieznaczna boczna krzywizna poniej odbメu; widoczna tyiko w stanie 

 

ynku; 

 

ale nie 

 

1)mi 

 

spocz 

 

2) umiarkowany: boczna krzywizna poni2j odbytu; widoczna przez caly czas 

 

utrudnia ichu; 

 

pow弾j odbytu; LUB dowolna krzywizna utrudm司4ca 

 

grzbietobrzuszna. 

 

3) znaczna: boczna krzywizna 

 

ruch; LUB dowolna krzywizna 

 

Amerkahski Naukowy Panel Doradczy EPA FIFRA (FIFRA SA P 2013) dokonal 

 

przegl4du danych podsumowu cych s koiioz9 z pi9tnastu badaii przeobraei u plaz6w z 

 

wykorzystaniem piatany szponiastej (etap obejmujcy 51.-60+ stadium wedhtg 

 

Nieuwkoopa i Fabera) i przedstawil og6ine zalecenia dotycz4ce znmijszenia c z9sto§ci 

 

wyst9powania tej nieprawidlowo§ci w populacjach poddawanych badaniu. Zalecenia te s4 

 

istotne dia badania LAGDA, mimo之e to badanie dotyczy dki2szego przebiegu rozwoju. 

 

Historyczna e fkty'vno§ぐ tanIa 

 

Og6lnie rzecz bior4c, pary hodowiane powinny s kiada6 si9 ze zdrowych doroslych 

 

osobnik6w o dobrych cechach; wyeiiminowanie par hodowlanych, kt6re produku 

 

potomstwo ze s kolioz4, mo2e z czasem zminimaiizowa6 jej wyst9powanie. S zczeg61nie 

 

korzystne m o2e by6 zminimaiizowanie wykorzystania dziko odlawianych stad tarlowych. 

 

Okres nara2enia w badaniu LAGDA rozpoczyna siv, gdy zarodki zn可d4 si9 w 8.-10. 
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stadium wedhig Nieuwkoopa i Fabera, i na pocz4tku badania nie mo2na usta1i6, czy u 

 

danych oso bnk6w wyst4pi skolioza. W zwi4zku z tyr,o prcz§ ledzenia c z9sto§ci 

 

wyst9powania skoliozy u zwierzt poddanych badaniu,na ie2y udokumentowa6 historycznie 

 

efktywno§6 w1g6w (w tyr c z9sto§6 wyst9powania skoliozy u iarw, kt6re rigI 

 

rozwia6). Przydatne mo2e o kaza5 s i9 daisze monitorowanie odsetka ka2dego wy19gu 

 

niewykorzystanego w danym badaniu i zglaszanie tych obserwacji (FIFRA SA P 2013). 

 

Jako§ wody 

 

Wa2ne jest zapewnienie odpowiedniej j ako§ci wody, zarwno w zapasach laboratoryjnych, 

 

jak i podczas badania.O prcz kryteri6w dotycz4cychjako§ci wody, kt6re rutynowo poddaje 

 

si9 ocenie na potrzeby badai toksycznogci dia o rganizm6w wodnych, przydatne mo2 e 

 

okaza6 s i9 monitorowanie i korygowanie wszelkich niedoborw s kiadnik6w o dywczych 

 

(np. niedoboru witaminy C, wapnia, fosforu) lub nadmiaru selenu i miedzi, kt6re wedlug 

 

doniesiei powodり4 wyst4pienie r62nych s tadi6w skoliozy u laboratoryjnie hodowanych 

 

zwierzt z rodzin Rana i Xenopus (Marshall e t al. 1980; Leibovitz e t al. 1992; Martinez e t 

 

al. 1992; zgodnie z raportem FIFRA SA P 2013).S tosowanie odpowiedniego sposobu 

 

2ywienia (zob. dodatek 4) oraz regularne czyszczenie zbiornika zasadniczo poprawi j ak 

 

wodv i zdrowie badanych oso bnikw. 

 

Dieta 

 

Szczeg61owe zalecenia dotycz4ce sposobu 2y wienia, kt6re okazaly si9 skuteczne w badaniu 

 

LAGDA, zostaly s zczeg6lowo opisane w dodatku 4. Zaleca s i9 badanie 2 r6de1 pasz na 

 

obecno§6 toksyn biologicznych, herbicd6w i innych pesty(d6w, o kt6rch wiadomo,2 e 

 

powodui4 s kolioz9 u platany szponiastej lub u innych zwierzt wodnych (Sch1enk i Jenkins 

 

2013). Na przyklad naraenie na niekt6re inhibitory cholinesterazy zostalo powi4zane ze 

 

skolioz4 u ryb (Schu1tz e t al. 1985) i2 b (Bacchetta e tal. 2008). 
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