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Priloga - Del 2/2 

 

SE 

 

PRI 

 

B.71 PREsKUsI IN VITRO ZA PR0B亡UTLnV0sT K 0乞E,s KATERIMI 

 

OBRAVNAVA KLIUCNI DOGODEK AKTIVACLIE DEND0TSK11 CELIC 

 

POTEKU NEZELENEGA IZIDA (AlP) ZA PROBCUTLJIVOST KOZE 

 

SPLOSNI UVOD 

 

Preskusna metida za 1duとni dogodek aktivacije dendritskih celic 

 

1. Pivzro&telj preobとut1ivosti ko乞e je snov, ki povzroとi alergij ski odziv po stiku s ko乞o, kit 

 

je opredeij eno v globalno usklajenem sisternu Zdru乞enih narodov za razvr§とanie in 

 

ozna&vanje kemikalij (G1S ZN) (1) ter Uredbi (ES)§ t. 1272/2008 o razvr§とanju, 

 

o znaとevanju in pakiranju snovi ter zmesi (uredba C LP)1. Ibstaja s plo§no siglasje glede 

 

k1u亡nih biolo§kih dogodkov, ki si osnova za preobとutljivost ko乞e.S edanje znanje o 

 

kernijskih in bio 1o§kih mehanizmih, povezanih s preobとut1jivosto ko乞e, je bili v okviru 

 

programa Alp OECD (2) povzeto kot pitek ne乞elenega izida (Adverse Outcome Pathway 

 

- AlP) id zaとetnega dogodka na molekuiski ravni prek vmesnih dogodkiv di§ kid1jivega 

 

uとinka, ti. alergij skega kintaktnega dermatitis a. V tern primeru je zaとetni dogidek na 

 

milekuiski ravni (ti. prvi k1uとni digodek) kivalentna vezava ele ktri丘lnih snovi na 

 

nukleo丘lne centre v beijakovinah ki乞e. Drugi kljuとni dogidek v tern poteku ne乞e1enega 

 

izida se idvija v keratinicitih ter vkljuとuje vnetni idziv in sprernernbe v izra乞anu genov, 

 

pivezanern s posebnimi potmi c eliとnega signaliziranja, kot so piti, idvisne id idzivnega 

 

elementa za antioksidante/elektrifile (ARE). Tretji kljuとni digidek je aktivacija 

 

dendritskih celic (DC), ki se ibiとano icenjuje z izra乞anjern posebnih celiとnih povr§inskih 

 

ozna&valcev, ti. kemikiniv in citikinov.亡 etrti kljuこni digidek je aktivacija in 

 

proliferacija celic T, kar se pisredno ocenjuje pri lokalni analizi bezgavk pri rni§ih 

 

(LLNA) (3). 

 

2. Ta preskusna metodaje enakovredna S rnerici OECD za presku§anje (TG) 442E (2017). v 

 

njej si ipisani preskusi in vitro, s katerirni se obravnavajo mehanizrni, opisani v okviru 

 

k1juとnega digidka aktivacije dendritskih celic pri poteku ne乞e1enega izida za 

 

preobじut1jivist ko乞e (2). Preskusna metida vk1juとue preskuse, ki jih je treba upirabiti v 

 

Uredba (ES)§ t. 1272/2008 Evropskega parlamenta in S vta z dnc 16. decembra 2008 o rzvr§とanu, ozna&vanju in 

 

rbi Uredbe 

 

pakiranju snovi ter zmesi,o spremembi in razveljavitvi direktiv 67/548/EGS in 1999145/S ter 

 

(ES)§ t. 1907/2006 (UL L 353, 13.12.2008, str. 1). 
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podporo raziikovanju med povzroとiteli preobとutlivosti ko乞e in snovmi, ki niso 

 

povzroとite1i preobとut1ivosti ko乞e, v skladu z 11S ZN in uredbo CLP. 

 

Preskusi, opisani v tej preskusni metodi, so: 

 

preskus aktivacije humane ce 1iとne linije (h-CLAT); 

 

preskus aktivacije ce liとne linije U937 (U-SENSTM); 

 

preskus poro&valskega gena za interlevkin-8 (preskus iL-8 Luc). 

 

3. Preskusi, vk1uとeni v to preskusno metodo, in ustrezne smernice OECD za presk§a可e se 

 

lahko raziikujejo glede postopka, uporabijenega za pridobitev podatkov in meritev, vendar 

 

se lahko enakovredno uporabijajo za obravnavanje zahtev drav za rezultate preskusov v 

 

zvezi s k1uとnirn dogodkom aktivacije dendritskih celic pri poteku ne乞elenega izida za 

 

preobとutlivost ko乞e, hkrati pa se izkoristi medsebojno priznavanje podatkov OECD. 

 

Osnova in naとe1a preskusov, vk1uとenih v preskusno metodo, id temeiji na k1uとnem dogodku 

 

4. Ocena preobとutijivosti ko乞e se je obiajno izvajala z uporabo laboratorijskih乞i vali. Pri 

 

kasiとni metodi, pri kateri se uporabljajo morski pra§iとki, ti. Magnusson-Kiigmanovem 

 

maksimizacijskem preskusu na morskih pra§iとkih (preskus GPMT) in Buehlerjevem 

 

preskusu (PM B .6 (4)), se ocenjuje preobとutljivost ko乞e v fazah indukcije in elicitacije. 

 

Lokalna analiza bezgavk pri mi§ih, LLNA (PMB .42) (3) in njeni dve neradioaktivni 

 

prilagoditvi, ti. LLNA: DA (PM B.50 (5)) in LLNA:B rdU-ELISA (PM B.51 (6)), vse 

 

ocenjujejo le indukcij ski odziv in so bile pray tako sprejete, saj je njihova prednost v 

 

primerjavi s preskusi na morskih pra§iとkih v tern, da upo§teVjo dobrobit乞i vali in 

 

zagotavljajo objektivne rneritve v fazi indukcije preobとut1jivosti ko乞e. 

 

5. Nedavno sta bili za prispevek k ocenjevanju nevarnosti kemikalij za preob&ttljivost ko加 

 

sprejeti preskusni metodi in c hemico in in vitro, ki terneijita na rnehanistiとnih merilih ter s 

 

katerima se obravnavata prvi kluとni dogodek (PMB .59; neposredni preskus reaktivnosti 

 

peptidov (7)) in drugi kljuとni dogodek (PMB .60; luciferazna preskusna rnetoda z ARE-

Nrf2 (8)). 

 

6.S preskusi, opisanirni v tej preskusni metodi, se kvantificirajo bodisi sprernernbe v 

 

izra乞anju ce liとnih povr§inskih ozna&valcev, povezanih s procesom aktivacije monocitov 

 

in dendritskih celic po izpostavljenosti povzroとite1ern preobとut1ivosti (npr. CD54,C D86), 

 

bodisi spremembe v izr吃aju IL-8, ti. citokina, povezanega z aktivacijo dendritskih celic. 

 

Poroとalo se je, da povzroとiteli preobとut1ivosti ko乞e sproijo izr吃anje c e1とnih 

 

mernbranskih oznaとeva1cev, kit so CD40, CD54,C D80,C D83 in CD86, ter nastanek 

 

privnetnih citikinov, kot sta IL-1β in T NF-α, ter veと kemokinov, vkljuとno z IL-8 

 

(CXCL8) in CCL3 (9) (10) (11) (12), povezanih z aktivacijo dendritskih celic (2). 
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7. Ker pa je aktivacija dendritskih celic le e n k1uとni dogodek pri poteku ne乞e1enega izida za 

 

preobとut1jivost ko乞e (2) (13), informacije, pridobijene sari s preskusi, s katerimi se 

 

merijo o znaとeVa1ci aktivacije dendritskih celic, morda ne bodo zadostovale za ugotovitev 

 

obstoja ali neobstoja potenciala kemikalij za poVzroとane preobとutlivosti ko乞e. Zato se 

 

predlaga, naj se podatki, pridobijeni s preskusi, opisanimi v tej preskusni metodi, uporabijo 

 

v podporo raziikovanju med poVzroとiteli preobとutlivosti ko乞e (ti. kategorija 1 pi G1S 

 

ZN/uredbi CLP) in snovmi, ki niso povzroとitelji preobとutlivosti ko乞e, kadar se uporabijo 

 

v okviru celostnih pristopov k testiranju in ocenjevanju (Integrated Approaches to Testing 

 

and Assessment (IATA)), skupaj z drugimi ustreznimi dopolnilnimi informacijami, ki 

 

izhajaji na primer iz poskusov in vitro, s katerimi se obravnavajo drugi k1juとni dogodki pri 

 

poteku ne乞elenega izida preobとutliVosti ko乞e, in nepreskusnih metod, vkljuとno z 

 

naV zkri乞nim branjem pri podobnih kemijskih snoveh (13). Primeni uporabe podatkov, 

 

pridobljenih s temi preskusi v ikviru opredeijenih pristopov, ti. standardiziranih pristopov 

 

v zvezi s skiopom uporabijenih vinoy informacij in v zvezi s postopkom, uporabijenim za 

 

podatke za pridobitev napovedi, so bili objavljeni (13) ter se lahko upirabijo kot koristni 

 

elementi v okviru IATA 

 

8. Preskusov, opisanih v tej preskusni metodi, ni mogoとe uporabiti samostojno niti za 

 

razvrstitev povzroとitelev preobとut1ivosti ko乞e v podkategoriji lA in lB, kot sta 

 

opredeljeni v G1S ZN/uredbi CLP, za organe, ki uporabijajo ti neobvezni pidkategoriji, 

 

niti za napoved stopnje povzroとanja preobとutlivosti v ikviru odloとanja o oceni varnosti. 

 

Vendar pa je, odvisno od regulativnega okvira, pozitivne rezultate, pridoblj ene s temi 

 

metodami, kit take mogo& uporabiti za razvrstitev kemikalije v kategiriji i po G1S 

 

ZN/uredbi CLP. 

 

9. Pojem, preskusna kemikalija' se pri tej preskusni metodi nana§a na to, kar se presku§a1, in 

 

ni povezan z uporabnostjo preskusov za presku§anje snovi iz ene sestavine, snovi z veと 

 

sestavinami iw'ali zmesi. Za zdaj si na viljo omejene informacije o uporabnosti preskusov 

 

za snovi z veと sestavinami/zmesi (14) (15). Ne glede na to si preskusi tehniとni ustrezni za 

 

presku§nje snovi z veと sestavinari in zmesi. Preden se ta preskusna metida uporabi na 

 

zmesi, da bi se pridibili podatki za predvideni regulativni namen, pa je treba preuとiti, ali in 

 

zakaj lahko zagotovi ustrezne rezultate za navedeni namen2. Kadar ibstaja regulativna 

 

1Junija 2013 je bil na skupnem zasedanju OECD sprejet dogovor, da bi bili leba v novih in posodobijenih 

 

smernicah OECD za preskuhtnje pojem, preskusna kemikalija', ki opisuje, kaj se presku§a, uporabijati 

 

dosledneje, kier je to mogo&. 

 

2 Ta stavek je bil predlagan in sprejet aprila 2014 na sestanku delovne skupine nacionahilh koordinatorjev za 
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potrebni. Poleg tega je treba pri 

 

upo§tevati morebitno interferenco 

 

niso 

 

presku§ane zmesi, taki preudarki 

 

ali zmesi 

 

snovi z veと sestavinami 

 

zahteva za 

 

presku§anu 

 

cltotoksiとnih sestavin z o pa乞enimi odzivi. 

 

smernice za presku§ane 
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Dodatek i 

 

HUMANE CELICNE 

 

PREOBCUTLJIVOST KOZE IN VITRO: PRESKUS AKT IVACIJE 

 

LIN! lE (1-CLAT) 

 

ZACETNI PREUDARKI IN OMEJl'l、1li】 

 

1. S preskusom h-CLAT se kvantificirajo spremembe v i zra乞nu ce 1iとnih povr§inskih 

 

o znaとeVa1ceV, povezanih s procesom aktivacije monocitov in dendritskih celic (DC) (ti. 

 

C D86 in C D54), v ce 1iとni liniji humane monocitne levkemije TIP-i po izpostavljenosti 

 

povzroとite1 em preobとut1 ivosti (1) (2). Izmerj ene ravni izra乞an a ce 1iとnih povr§inskih 

 

ozna&valcev C D86 in C D54 se nato uporabijo za podporo raziikovanju med povzro&telji 

 

preobとut1ivosti ko乞e in snovmi, ki niso povzro&telji preobとutlivosti ko乞e. 

 

2. Preskus h-CLAT je bil ocenjen v validacijski§ tudiji pod vodstvom Refrenとnega 

 

laboratorija Evropske unije za alternative testiranju na乞 iva1ih (EURL ECVAM) in z 

 

naknadnim neodvisnim medsebojnim strokovnim pregledom, ki ga je izvedel Znanstveni 

 

svetovalni odbor (ESAC) EURL ECVAM. Ob upo§teVanu vseh razpololjivih dokazov ter 

 

prispevkov regulatorjev in dele乞nikoV je EURL ECVAM (3) uporabo preskusa h-CLAT 

 

priporoとil v okviru IATA za podporo raziikovanju med povzroとite1ji preob亡utljivosti ko加 

 

in snovmi, ki niso povzrとiteli preobとutlivosti ko乞e, zaradi razvrstitve glede na nevarnost 

 

in ozna&vanje. Primeni uporabe podatkov preskusa h-CLAT v povezavi z drugimi 

 

informacijami so navedeni v virih (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (ii). 

 

3. Izkaza1o se je, da se lahko preskus h-CLAT prenese v laboratorije, ki imajo izku§ne s 

 

teknikami gojenja ce 1iとnih kultur in analizo s pretoとno citometrijo.S topnja ponovijivosti 

 

napovedi, ki jo je m ogoとe priとakovati pri preskusu, je v ener in veと laboratorijih 80-

odstotna (3) (12). Rezultati, pridobij eni z validacij sko§ tudij o (13) in drugimi obi avlj enimi 

 

§ tudijami (14), na sp1o§no kaejo, da je v primerjavi z rezultati LLNA toとnost pri 

 

razlikovanju med povzroとite1ji preobとutljivosti ko乞e (ti. kategorija i po G1S ZN/uredbi 

 

CLP) in snovmi, ki niso povzro&telji preobとutlivosti, 85-odstotna (N = 142), priとe mer je 

 

obとut1jivost 93-odstotna (94/101), specifiとnost pa 66-odstotna (27/41) (na podlagi ponovne 

 

analize, kijo je izvedel EURL ECVAM (12), ob upo§tevanju vseh obstojeとih podatkov in 

 

brez upo§tevania negativnih rezultatov za kemikalije z vrednostjo log Kow, vejo od 3,5, 

 

kit je opisano v odstavku 4). La乞no negativne napovedi pri preskusu h-CLAT se bodo bili 

 

verjetno nana§ale na kemikalije z nizki di zmerno stopnjo povzroとalja preobとutljivosti 

 

ko乞e (ti. podktegorりa lB po G1S ZN/uredbi CLP) kit na kemikalije z visoko stopnjo 

 

pivzroとanja preobとut1jivosti ko乞e (ti. podkategorija lA po G1S ZN/uredbi CLP) (4) (13) 

 

(15). Vse te informacije skupaj k吃可o, da metida h-CLAT uporabno prispeva k opredelitvi 

 

nevarnosti za povzroとanie p reobとut1iivosti ko乞e. Vendar so tukaj navedene vrednosti 
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toとnosti za preskus h-CLAT kit samostijni preskus zgolj ikvirne, saj ga je treba 

 

obravnavati skupaj z drugimi viri informacij v okviru IATA ter v skiadu z di1iとbami 

 

odstavkov 7 in 8 iz S p1o§nega uvida. Poleg tega je treba pri ocenjevanju metod za 

 

preobとutlivist ko乞e, ki se ne izvajaji na乞i valih, upo§teVati, da preskus LLNA in druga 

 

testiranja na乞iva 1ih ne idra河o v celoti razmer priとlove ku. 

 

4. Na podlagi trenutno razpo1i乞1ivih pidatkov se je pokazalo, da se metida h-CLAT lahko 

 

uporabija za preskusne kemikalije, ki zajemajo razliとne organske funkciinalne skupine, 

 

mehanizme reakcije, stopnji povzro'ana preobとutlivisti ko乞e (kit je diloとena v§ tudijah 

 

in vivo) ter fizikalni-kemijske lastnisti (3) (14) (15). Metida h-CLAT se uporabija za 

 

preskusne kemikalije, ki si topne ali tviriji stabilno disperzijo (ti. kiloid ali suspenzija, v 

 

kateri se preskusna kemikalija ne usede ali loとi id topila/vehikia v razliとne faze) v 

 

ustreznem tipilu/vehiklu (glej odstavek 14). Preskusne kemikalije z vrednistjo Log Kiw, 

 

ve可 o id 3,5, ibiとano daj o 1a乞ni negativne rezultate (14). Zato se negativni rezultati, 

 

pridobljeni s preskusnimi kemikalijami z vrednostjo Lig Kow, veji od 3,5, ne bi smeli 

 

upo§tevati. Pozitivni rezultati, pridobljeni s preskusnimi kemikalijami z vrednostjo Log 

 

Kiw, veji id 3,5, pa bi se§e vedni lahki upirabili za podpiro opredelitvi preskusne 

 

kemikalije kit povzroとitelja preobとutljivosti ko乞e. Poleg tega se lahko zaradi omejene 

 

presnovne zmogljivosti uporabljene ce liとne mnije (16) ter poskusnih pogijev pri 

 

prohaptenih (ti. snoveh, ki pitrebujejo encimsko aktivacijo, na primer z encimi P450) in 

 

prehaptenih (ti. sniveh, aktiviranih z oksidacijo), ziasti pri tistih s poとasno oksidacijo, pray 

 

tako pojaviji negativni rezultati v preskusu h-CLAT (15). Fluorescentne preskusne 

 

kemikalije se lahko ocenjujejo s preskusom h-CLAT (17), vendar bodo m iとne 

 

fluorescentne preskusne kemikalije, ki svetiobo iddajajo na isti valovni dol乞ini kot 

 

fluorescein izotiocianat (FITC) ali propidijev jidid (PI), vplivale na zaznavanje s pretoとno 

 

citometriji, zato jih z uporabo prititeles, konjugiranih s FITC, ali PI ni migoとe pravilni 

 

oceniti. V taker primeru se lahko uporabijo druga s fluorikrimom iznaとena prititelesa 

 

oziroma drugi o znaとevalci c itotoksiとnosti, とe je mogoとe dikazati, da dajejo podobne 

 

rezuhate kit s FITC oznaとena protitelesa (glej odstavek 24) ali PI (glej odstavek 18), npr. s 

 

presku§aniem snovi za preverjanje usposobijenosti iz Didatka 1.2.Glede na navedeno je 

 

treba negativne rezultate razlagati v ikviru navedenih 1mei itev in skupaj z drugimi viri 

 

informacij v ikviru IATA. Kadar obstajajo dokazi, da metode h-CLAT ni mogiとe 

 

uporabiti za druge specifiとne kategorije preskusnih kemikalij, se ta metida zanje ne bi 

 

smela upirabiti. 

 

5. Kit je navedeno zgoraj, metida h-CLAT pidpira razlikovanje med povzroじiteli 

 

preobとutljivisti ko乞e in snovmi, ki nisi povzriとitelji preib&itljivosti ko乞e. Kadar se 

 

uporablja v celostnih pristopih, kit je IATA, 

 

povzroとanja preobとutljivisti ko乞e (4) (5) (9). 
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mo乞nosti temeiji na podatkih za ijudi, da se do1o, kaki bi lahki rezultati preskusa h-

CLAT prispevali k oceni stipnje piVzriとania preibとutlivisti. 

 

6. Opredelitve pijmiv si navedene v Didatku 1.1 

 

NACELO PRESKUSA 

 

7. Metida h-CLAT je preskus in vitro, s katerim se kvanti丘cir可i spremembe v izra乞anu 

 

c e1iとnih pivr§inskih izna&valcev (ti.C D86 in C D54) na c eliとni liniji humane monicitne 

 

levkemije, ti. celicah TIP-i, pi 24-urni izpistavljenisti preskusni kemikaliji. Te 

 

piVr§inske milekule si tipiとni izna6eva1ci aktivacije monocitnih celic TIP-i in lahki 

 

posnemaji aktivaciji dendritskih celic, ki ira k1ju亡ni viigi pri iznaとevanju celic T. 

 

S premembe v izra乞anju pivr§inskih izna&valcev se meriji s pretiとni citimetriji pi 

 

ibarvanju celic s protitelesi, iznaとenimi s fluirikrimim.S iとasno se izvede tudi meritev 

 

c itotoksiとnisti, da se iceni, ali se pri s ubcititiksiとnih kincentracijah pij avi piveとano 

 

izra乞anje pivr§inskih iznaとevalcev. Izraとuna se relativna intenziteta fluirescence 

 

pivr§inskih iznaとevalcev v primerjavi s kintrili s tipilimi'vehiklom in upirabi v 

 

napovednem midelu (glej idstavek 26) za podpiri raziikovanju med povzriとitelji 

 

preibとutliivisti in snivmi. ki nisi p ivzriとitelii preibとut1iivi sti. 

 

DOKAZOVANIE USPOSOBLIENOSTI 

 

8. Pred redni upirabi preskusa, ipisanega v ter didatku k preskusni metidi B .7i, riraji 

 

laboratiriji dokazati tehniとni uspisibijenost, taki da upirabiji il snivi za preverjanje 

 

uspisibijenisti, navedenih v Dodatku i .2. Pileg tega miraji upirabniki preskusiv 

 

v zdrevati zbirko preteklih podatkiv, pridobijenih s preverjanji reaktivnisti (glej 

 

idstavek 11) ter pizitivnimi kintrilami in kintrilami s tipilim!vehiklim (glej odstavke 

 

id 20 do 22), ter te pidatke upirabiti za pitrditev, da se v njihivem labiratiriju vzdruje 

 

ibnovljivist preskusa skizi das. 

 

POSTOPEK 

 

9. Ta preskus temeiji na pritikilu§ t. 158 stiritve za pidatkovne zbirke i alternativnih 

 

metodah faresti poskusiv na乞 ivalih (DataBase service on ALternative Methids ti 

 

animal experimentatiin (DB-ALM)) za preskus h-CLAT (i8), tj. pritikilu, ki se upirablja 

 

v validacijski§ tudiji, kijo uskiajuje EURL ECVAM. Pripiriとljivi je, da se ta pritikol 

 

upirablja pri izvajanju in uporabi metide h-CLAT v labiratiriju. V nadaljevanju so 

 

ipisani glavni elementi in pistipki za metidi h-CLAT, ki vk1uとuje dva kiraka: poskus za 

 

ugo ta町α可eodmerka in meritev i zr乞alla D86/D54. 
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Priprava celic 

 

il. Za izvedbo metode h-CLAT je treba uporabiti ce li亡no liniji humane monocitne levkemije, 

 

TIP-i. Priporoとjivo je, da se celice (TIB 1202TM) pridobijo iz c eliとne banke z dobrimi 

 

kali 丘kacj ami, kot je American Type Culture Collection. 

 

il. Celice TIP-i se gojijo pri 37。C v navla乞eni atmosferi s 5 % C02 v g可i§とu RPMI-1640, 

 

dopolnjenem z il % fetusnega seruma goveda (FBS), 0,05 mM 2-merkaptoetanola, 

 

ill enotami/ml penicilina in 100 gg/ml streptomicina. Uporabi penicilina in streptomicina 

 

v goi§とu se je m ogoとe izogniti. Vendar morajo v taker primeru uporabniki preveriti, da 

 

odsotnost antibiotikov v goi§とu ne vpliva na rezultate, na primer s presku§aniem snovi za 

 

preverjanje usposobijenosti, navedenih v Dodatku i.2. Vsekakor je treba za zman§anje 

 

tveganja kontaminacije upo§tevti dobre prakse na podro可u gojenja celiとnih kultur ne 

 

glede na prisotnost ali odsotnost antibiotikov v goi§とu za ce1iとne kulture. Celice TIP-i se 

 

rutinsko nasadijo na 2 do 3 dni z gostoto od 0,1 do 0,2 x 106 celic/mi. Vzdrevti jib je 

 

treba pri gostoti od 0,1 do i,0 x 106 celic/ml. Preden se celice uporabijo za preskus, jih je 

 

treba kvalificirati s preverjanjem reaktivnosti. Reaktivnost celic je treba preveriti z uporabo 

 

pozitivnih kontrol, ti. 2,4-dinitroklorobenzena (DNCB) (§t. CAS 97-00-7, zと 99-odstotn0 

 

と istosto) in nikljevega sulfata (NiSO4) (§t. CAS 10101-97-0, z ? 99-odstotno とi stosto), in 

 

negativne kontrole, ti. m1eとne kisline (LA) (§t. CAS 50-2 1-5, zと 85-dstotno と istosto), 

 

dva tedna po odtajanju. DNCB in NiS04 morata povzroとiti pozitiven odziv obeh celとnih 

 

povr§inskib oznaとeva1cev CD86 in CDS4, LA pa mora poVzroとiti negativen odziv obeh 

 

celiとnih povr§inskih oznaとevalcev CD86 in CD54. Za poskus se uporabijo sari celice, ki 

 

so uspe§no prestale preverjanje reaktivnosti. Celice se lahko namnoujjo do dva meseca 

 

po odtajanju.g tevilo pasa乞 ne bi smelo presegati 30. Preverjanje reaktivnosti je treba 

 

izvesti v skiadu s postopki, opisanimi v odstavkih od 20 do 24. 

 

12. Za presku§anje se celice TIP-i nasadijo z gostoto bodisi 0,1 x 106 celic/mi bodisi 

 

0,2 x 106 celic/mi in predhodno 72 ur oziroma 48 ur gojijo v stekleni&ah za gojenje 

 

celiとnih kultur. Pomembno je, da je gostota celic v s tekleniとki za gojenje ce1iとnih kultur 

 

takoj po obdobju predhodnega gij enja v vsakem poskusu &m boij konsistentna (z uporabo 

 

enega od dveh zgoraj opisanih pogojev predhodnega gojenja), ker bi lahko gostota celic v 

 

s tekleniとki za gojenje celi6nih kultur takoj po predhidnem gojenju vplivala na izra乞ane 

 

CD86/CD54, ki ga povzroio alergeni (19). Na dan preskusa se celice, odvzete iz 

 

stekleniとke za gojenje celiとnih kultur, ponovno suspendirajo v sve乞em goi§とu z gostoto 

 

2 x10 6 celic/mi. Nato se celice nanesejo na 24-amiとno plo§とo z ravnim dnor po 500" l 

 

(i x10 6 celic/jamico) ali 96-amiとno plo§とo z ravnim dnom po 80F 1 (1,6×105 

 

celic/jamico). 

 

Poskus za ugotavijanje odmerka 
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13. Piskas za u gotlvi可e odmerka se izvede za doloとiteV C V75, ki je kincentracija 

 

preskusne kemikalije, pri kateri je viabilnost celic (CV) 75-odstotna v primerjavi s 

 

kontrolo s topilom!vehiklom. Vrednost CV 75 se uporabi za do1oとitev koncentracije 

 

preskusnih kemikalij za meritev izra乞ania D86/D54 (glej odstavke od 20 do 24). 

 

Priprava preskusnih kemika勿in kontrolnih snovi 

 

14. Preskusne kemikalije in kontroine snovi se pripravijo na dan preskusa. Za metodo h-CLAT 

 

se preskusne kemikalije raztopijo ali stabilno dispergirajo (giej tudi odstavek 4) v 

 

fizio1o§ki raztopini ali gij i§とu kit prvih mo乞nostih tipila/vehikia ali dimetil sulfoksidu 

 

(D1S0, z と 99-idstotno とis tisto) kot drugi mo乞nosti topila/vehikia, と e preskusna 

 

kemikalija ni topna ali ne tvori stabilne disperzije v pr可§nih dveh topilih/vehiklih, do 

 

konとnih kincentracij 100 mg/ml (v fzioio§ki raztopini ali gii§とu) ali 500 mg/ml (v 

 

D1S0). Pileg zgiraj opisanih topil]vehikiov se lahko uporabijo tudi drugi,とe je 

 

zagotovijena zadostna znanstvena utemeijitev. Upo§tevati je treba stabilnost preskusne 

 

kemikalije v konとnem tipilu/vehiklu. 

 

15. Zaとen§i s 100 mg/i (v fzioli§ki raztopini ali gji§とu) ali 500 mg/mi (v D1S0) osnovnimi 

 

raztopinami preskusnih kemikaij je treba izvesti naslednje kirake za redとenje: 

 

za fzio1o§ko raztopino ali giji§とe kit topilo/vehikel: pripravi se oser osnovnih raztopin 

 

(oser koncentracij) z zapirednimi dvakratnimi redとeni z upirabi ustreznega 

 

topila/vehikla. Te osnovne raztopine se nati nadalje 50-kratno razredijo v goji§とe 

 

(delivne raztopine).亡 e njvija kinとna koncentracija na plo§とi, ki zna§a 1 000 ig/ml, ni 

 

toksiとna, je treban jveji koncentracijo znova dili'iti, taki da se izvede nov preskus 

 

c ititoksi亡nisti. K inとna kincentracija na p1i§とi ne bi smela presegati 5 000 ig/ml za 

 

preskusne kemikalije, raztipljene ali stabilni dispergirane v fiziolo§ki raztipini ali 

 

g可iscu; 

 

za D1S0 kot tipilo/vehikel: pripravi se isem isnovnih raztopin (oser kincentracij) z 

 

zapirednimi dvakratnimi redとenji z upirabo ustreznega tipila/vehikla. Te isnovne 

 

raztopine se nati nadalje 250-kratno razredとiji v goi§とe (delovne raztopine).K inとna 

 

kincentracija na plo§とi ne bi smela presegati i 000 ig/ml, tudiと e ta kincentracija ni 

 

toksiとna. 

 

Delovne raztopine se nazadnje uporabiji za izpistavljenost, taki da se kiliとini suspenzije 

 

celic TIP-i na p1o§とi doda enaka kiliとina delovne raztopine (glej tudi odstavek 17), da se 

 

dise乞e nadaljnja dvakratna razredとina (obi&tjni je kinとni razpon kincentracij na plo§とi id 

 

7,81 do 1 000 ig/ml). 

 

16. Kintrola s topilom/vehiklim, upirabijena pri metodi h-CLAT, je gii§とe (za preskusne 

 

kemikalije, raztoplj ene ali stabilni dispergirane (glej odstavek 4) v goji§とu ali丘 zioli§ki 

 

raztopini) ali D1S0 (za preskusne kemikalij e, raztoplj ene ali stabilno dispergirane v 

 

448 

 



D060575/02 

 

D1S0), ki se preskusi pri enotni konとni koncentraciji na p1o§とi v vi§ini 0,2 %. Za kontrolo 

 

se uporabi enako redとene, kit je opisano za delovne raztopine v odstavku 15. 

 

Mmos pres kasnih kemiんiびifl kontroinih snovi 

 

17. G可i§とe ali delovne raztopine, opisani v odstavkih 15 in 16, se zme§可o v razmerju 1 : 1 

 

(v/v) s suspenzijami celic, pripravijenimi na 24- ali 96-amiとni plo§とi z ravnim dnom (glej 

 

odstavek 12). Obdelane plo§& se nato inkubirajo 24士 0,5 ure pri 37 oc v prisotnosti S % 

 

cO2. Paziti je treba, da hlapne preskusne kemikalije ne izhlapijo in da ne pride do 

 

navzkri乞ne kontaminacije med jamicami s preskusnimi kemikalij ami, npr. z zatesnitvijo 

 

pl0§とe pred inkubacijo s preskusnimi kemikalijami (20). 

 

Barva可e spropi西evimjodidom (Pl) 

 

18. Po 24士 0,5-urni izpostavljenosti se celice prenesejo v epruvete za vzorce in zberejo s 

 

centrifugiranjem.S upernatanti se zavr可i, preostale celice pa znova suspendirajo z 200 il 

 

(v primeru 96 jamic) ali 600 il (v primeru 24 jamic) fosfatnega pufra s solio, ki vsebuje 

 

0,1 % govejega serumskega albumina (pufer za barvanje). 200 iil suspenzije celic se 

 

prenese na 96-jamiとno plo§とo z ukrivijenim dnim (v primeru 96 jamic) ali v 

 

mikroepruveto (v primer 24 jamic) ter dvakrat spere z 200 iil (v primeru 96 jamic) ali 

 

600 tl (v primeru 24 jamic) pufra za barvanje. Nazadnje se celice znova suspendirajo v 

 

pufru za barvanje (npr. 400 .tl), nato se doda raztipina PI (npr. 20 i1) (na primer konとna 

 

koncentracija PI je 0,625 .tg/ml). Uporabiji se lahko tudi drugi o znaとevalci c itotoksiとnosti, 

 

kit si 7-aminoactinomicin D (7-AAD), tripan modro ali drugi, & je mogo& dokazati, da 

 

alternativna barvila zagotavijajo podobne rezultate kot PI, na primer s presku§aniem snovi 

 

za preverjanje usposobijenosti, navedenih v Dodatku 1.2. 

 

Meグe可e citoto厨idmt s prtdllo c itometr如 in ocena vrednosti C V75 

 

19. Vnos PI se analizira s pretoとno citometrijo z merilnim kanalom FL-3. Pridibi se skupaj 

 

10 000乞 iVih celic (negativni PI). Viabilnost celic se lahko i zraとuna z naslednjo enaとbo v 

 

citometrijskem analiznem programu. Kadar je viabilnost celic majhna, je treba pridobiti do 

 

30 000 celic, vkljuとno z mrtvimi celicami. Alternativno se lahko podatki zajemajo eno 

 

minuto p0 za&tku analize. 

 

X 100 

 

Number of living cells 

 

Total Number of aquired cells 

 

Cell viability = 

 

Vrednost cV75 (glej odstavek 13), ti. koncentracija, pri kateri se pokae 75-dstotno 

 

pre乞ivetje celic TIP-i (25-idstotna c itotoksiとnost), se izraとuna z log-linearno interpolacijo 

 

z naslednjo enaとbo: 

 

(75一c)xLog(b）一（75一a)xLog(d) 

 

a-c 
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pri cerner Je: 

 

an可ni司a vrednost viabilnosti celic fad 75 %, 

 

cn可vi可a vrednost viabilnosti celic pod 75 %, 

 

b in d sta koncentraciji, pri katerih se pok吃e vrednost viabilnosti celic a oziroma e. 
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Preskusni odmerek (vg/mL) 

 

Za pridobitev CV 75 se lahko uporabijo mdi drugi pristopi,亡e se doka乞e, da to ne vpliva na 

 

rezultate (npr. s presku§aniem snovi za preverjanje usposobリeno sti). 

 

Meritev izra乞ana C D86/CD54 

 

Priprava preskusnih kemika勿inkontro加ih sno vi 

 

20. Uporabi se ustrezno topilo/vehikel (丘ziolo§ka raztopina, g可i§とe ali D1S0; glej 

 

odstavek 14), da se preskusne kemikalije raztopijo ali stabilno dispergirajo. Preskusne 

 

kemikalije se najprej razredi o do koncentracij e, ki ustreza 100 -kratniku (za丘 ziolo§ko 

 

raztopino ali g可i§とe) ali 500-kratniku (za D1S0) 1,2 x CV 75, dolo&ni v poskusu za 

 

ugotavijanje odmerka (glej odstavek 19).亡e c V75 ni mo goとe doloとitl (ti.とe v poskusu za 

 

ugotavijanje odmerka ni ugotovljena zadostna ci totoksiとnost), je treba kot zaとetn 

 

koncentracijo uporabiti n可Vi萄o raztopljeno ali stabilno dispergirano koncentracijo 

 

preskusne kemikalije, pripravij eno z vsakim topilom/vehikiom. Opozoriti je treba, da 

 

konとna koncentracija na plo§とi ne bi smela presegati 5 000 ig/n1 (v primeru fziolo§ke 

 

raztopine ali g可i§とa) ali 1 000 ig/ml (v primeru D1S0). Nato se izvedejo zaporedna 1,2-
kratna redとena z uporabo ustreznega topila/vehikla, da se pridobijo osnovne raztopine 

 

(oser koncentracij od 100 x 1,2 xC V7S do 100 x 0,335 xCV 75 (za fiziolo§ko raztopino 

 

ali goi§とe) ali od 500 x 1,2 xC V7S do 500 x 0,335 xCV 75 (za D1S0)), ki se preskusijo 

 

v metodi h-CLAT (za primer na&ta odmerjanja glej protokol DB-ALM§ t. 158). Osnovne 

 

raztopine se nato nadalje 50-kratno (za fziolo§ko raztopino ali g可i§とe) ali 250-kratno (za 

 

DMSO) razredio v gji§とe (delovne raztopine). Te delovne raztopine se nazadnje 

 

uporabijo za izpostavljenost z nadaljnjim konとnim dvakratnim faktorjem red&nja na 

 

plo§とi.亡 e rezultati ne izpolnjujejo menii za sprejemljivost, opisanih v odstavkih 29 in 30 v 

 

zvezi z viabilnostjo celic, se lahko poskus za ugotavijanje odmerka ponovi, da se do1oとi 
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ntanとn可§a vrednost CV 75. Upo§tevti je treba, da se lahko za meritev i zr吃anj 

 

CD86/CD54 uporabiji sari 24-jamiとne p1o§とe. 

 

21. Kontrola s topilim/vehikiom se pripravi, kit je opisano v odstavku 16. Pizitivna kontrola, 

 

uporabijena pri metodi h-CLAT, je DNCB (glej odstavek 11), za katerega se osnivne 

 

raztopine pripravijo v D1S0 in razredijo, kit je ipisano za osnovne raztopine v 

 

odstavku 20. DNCB je treba kit pozitivno kontrolo za meritev zr乞α可a D86/D54 

 

uporabiti pri enotni konとni kincentraciji na plo§とi (ibiとjno 4,0F g/ml). Za pridibitev 

 

koncentracije DNCB na plo§とi, ki zna§a 4,0 ig/ml, se pripravi 2 mg/ml osnovna raztopina 

 

DNCB v D1S0 in nadaije 250-krat razred& z g可i§とem v 8 ig/m1 delovno raztipino. 

 

Alternativno se lahko kot kincentracija pozitivne kontrole uporabi tudi CV 75 DNCB, ki se 

 

do1oとi v vsakem presku§eva1nem laboratoriju. Uporabijo se lahko tudi druge primerne 

 

pozitivne kontrole,とe so na viljo podatki iz preteklih preskusov za izpeljavi prirerijivih 

 

menii za sprejemijivost ponovitev. Pri pozitivnih kontrolah enotna kon亡na koncentracija na 

 

plo§亡i ne bi smela presegati 5 000 ig/ml (v primeru丘 zio1o§ke raztopine ali giji§とa ) ali 

 

1 000 .tg/m1 (v primeru D1S0). Menlla za sprejemijivost ponovitev so enaka kot menlla, 

 

opisana za preskusno kemikaliji (glej odstavek 29), razen zadnjega merila za 

 

spreiemliivost. sai se pozitivna kontnola preskusi pri eni sari koncentraciii. 

 

Mmospres kusnih kmiんiびin kontroinih snovi 

 

22. Za vsako preskusni kemikalijo in kontrolni snov je potreben en poskus za pnidibitev 

 

napivedi. Vsak piskus je sestavijen iz vsaj dveh neodvisnih ponovitev za meritev 

 

izrビα可a C D86/D54 (glej odstavke od 26 di 28). Vsaka neodvisna ponivitev se izvede 

 

na drug dan ali isti dan, & se za vsako ponovitev: (a) pripravijo neodvisne sve乞e osnovne 

 

raztopine in deiovne raztopine preskusne kemikalije ter raztopine protiteles in (b) 

 

uporabijo neodvisno odvzete celice (npr. celice se odvzarejo iz razliとnih stekleniとk za 

 

gojenje celiと nih kultur); celice lahko sicer izhajajo iz iste pas吃e. Preskusne kemikalije in 

 

kontrolne snovi, pripravljene kot delivne raztopine (500 fil), se zme§jo s 500 il 

 

suspendiranih celic (1 x 106 celic) v razmerju 1 : 1, nato se celice inkubirajo 24士 0,5 ure, 

 

kit je opisano v odstavkih 20 in 21. Pri vsaki ponovitvi zadostuje en sam ponovljen vzorec 

 

za vsako koncentracijo preskusne kemikalije in kintrolne snovi, saj se napoved pridobi iz 

 

vsaj dveh neodvisnih ponovitev. 

 

Barva可e celic in analiza 

 

23. Po 24士 0,5-unni izpistavljenosti se celice s 24-jamiとne plo§とe prenesejo v epruvete za 

 

vzirce, zberejo s centrifugiranjer in nato dvakrat sperejo z 1 ml pufra za banvanje (po 

 

pitrebi se lahki opravijo dodatna spiranja). Po spiranju se ceice blokirajos 600 .tl 

 

raztopine za biokiranje (pufer za barvanje, ki vsebuje 0,01 % (w/v) globulina (Cohnova 

 

frakcija II, III, humana; sIGMA, *G2388-10G ali enakovreden)) in 15 minut inkubirajo pri 
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4。 C. Po blokiranju se celice razdelijo v tri alikvote po 180 il na 96-amiと no plo§とo z 

 

ukrivijenim dnom ali v mikroepiveto. 

 

24. Po centrifugiranju se celice 30 minut barvajo s 50 il s FITC o znaとenih protiteles anti-

cD86,a nti-cD54 ali m i萄ih protiteles (izotipa) IgGi pri 4。C. Protitelesa, opisana v 

 

protokolu h-CLAT DB-ALM§ t. 158 (18), je treba uporabiti tako, da se razredとjo v 

 

razmerju 3 : 25 v/v (za C D86 (BD-Pharlingen, #555657; klon: Fun-1)) ali v razmerju 

 

3 : 50 v/v (za C D54 (DAKO, #F7 143; klon: 6.5B5) in IgGi (DAKO, #X0927)) s pufrom 

 

za barvanje. Te faktorje red&nja protiteles so razvijalci preskusov opredelili kot faktorje, 

 

ki zagotavljajo njbolj§e razmerje med signalom in§ umom. Na podlagi izku§enj 

 

razvijalcev preskusov je intenziteta fluorescence protiteles med razliとnimi serijami 

 

o biとjno konsistentna. Vendar lahko uporabniki razmislijo o titraciji protiteles v pogojih 

 

lastnega laboratorija, da se opredelijon可 bolj§e koncentracije za uporabo. Uporabijo se 

 

lahko tudi druga s fluirokromom ozna&na protitelesa a nti-cD86 in/ali an ti-CD54,亡e je 

 

mogo亡e dokazati, da dajejo podobne rezultate kot s FITC konjugirana protitelesa, na 

 

primer s presk§anjem snovi za preverjanje usposobijenosti iz Dodatka 1.2. Opozoriti je 

 

treba, da lahko sprememba klona ali dobavitelj a protiteles, kot so opisana v protokolu h - 

 

CLAT DB-ALM§ t. 158 (18), vpliva na rezultate. Po vsaj dvakratnem spiranju s 150 i1 

 

pufra za barvanje se celice znova suspendirajo v pufru za barvanje (npr. 400 hl), nato se 

 

doda raztopina PI (npr. 20 tl za pridobitev konとne koncentracije 0,625 ig/ml) ali druga 

 

raztopina oznaとeva1ca citotoksiとnosti (glej odstavek 18). Ravni izra乞anja C D86 in C D54 

 

ter viabilnost celic se analizirajo s pretoとno citometrijo. 

 

PODATKI IN POROCANIE 

 

Ocenjevanje podatkov 

 

o z merilnim kanalom FL-i. Na 

 

orescence (IFl) se relativna 

 

trij 

 

且u 

 

25. Izra乞anje C D86 in C D54 se analizira s pretoとno citome 

 

podlagi geometrij ske srednj e vredno sti inteiizitete 

 

intenziteta fluorescence (RFI)C D86 in C D54 za celice pozitivne kontrole in celice 

 

tretirane s kemikalijo,i zraとuna v skiadu z naslednjo enaとbo: 

 

X 100 

 

IFl 0f chemical-treated cell-IF' 0f chemical-treated isotype control cells 

 

IFl of solvent/vehicle-treated ctrl cells-IF' of solvent/vehicle-treated isotype ctrl cells 

 

z mijimi protitelesi (izotipa) 

 

RFl= 

 

Tudi viabilnost celic iz izotipske kontrole (ki so obarvane 

 

IgGi) se izra&rna v skiadu z enaじ bo, opisano v odstavku 19. 

 

Napovedni model 

 

26. Za meritev izra乞anja D86!D54 se vsaka preskusna kemikalija preskusi v najmanj dveh 

 

ali 

 

vsaj 

 

sama napoved (POZITIVNA 

 

POZITIVNA, とe je izpolnjen 

 

ena 

 

kot 

 

se izpelje 

 

se obravnava 
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eden od naslednjih pogojev v dveh od dveh ali v vsaj dveh od treh neodvisnih ponovitev, v 

 

nasprotnem primeru se napoved h-CLAT obravnava kot NEGATIVNA (slika 1): 

 

RFI C D86 je enaka ali ve可a od 150 % pri kateri koui presku§eni koncentraciji (z 

 

viabilnostjo celic ? 50 %); 

 

RFI C D54 je enaka ali ve可a od 200 % pri kateri koui presku§eni koncentraciji (z 

 

viabilnostjo celic ? 50 %). 

 

27. Ce sta obe prvi ponovitvi za CD86 in!ali CD54 pozitivni, se glede na navedeno napoved h-

CLAT obravnava kot POZITIVNA in tretje ponovitve ni treba izvesti. Pray tako velja, da 

 

se napoved h-CLAT obravnava kot NEGATIVNA (ob ustreznern upo§tevanju doloとb 

 

odstavka 30), ne da bi bili treba izvesti tretji ponivitev,と e sta prvi ponovitvi negativni za 

 

oba o znaとevalca. Ce pa prvi ponovitvi nista skladni pri vsaj ener ozna&valcu (CD54 ali 

 

CD86), je potrebna tretja pinovitev, pri &mer konとna napoved ternelji na Veとi nskem 

 

rezultatu treh pisarneznih ponivitev (ti. dveh od treh). V zvezi s tern je treba navesti, da j e 

 

tretja ponovitev potrebna, & se izvedeta dve neodvisni ponovitvi in je ena pozitivna sarno 

 

za CD86 (v nadaljnjern besedilu: Pi), druga pa sarno za CD54 (v nadaljnjem besedilu: P2). 

 

亡e je ta tretja ponovitev negativna za oba oznaとevalca (v nadaljnjern besedilu: N), se 

 

napoved h-CLAT ibravnava kit NEGATIVNA.亡e pa je ta tretja ponovitev pozitivna za 

 

kateri koli oznaとevalec (P1 ali P2) ali za oba iznaとevalca (v nadaljnjem besedilu: P 12), se 

 

napived h-CLAT ibravnava kot POZITIVNA. 

 

Slika 1: Napovedni model, uporabljen pri metodi h-CLAT Napoved h-CLAT je treba obravnavati v okviru 

 

IATA ter v skladu z dolo亡bani odstavkov 7 in 8 iz S plo§nega uvoda. 
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Prvi dve 

 

ponovitvi 

 

l 

 

Pl2 & N 

 

P1 & N 

 

P2 & N 

 

pl &P 2 

 

4 

 

Tretルponovitev 

 

4 

 

P12&N&N # 

 

P1 & N & N 

 

P2 & N & N 

 

P1 &P 2 & N 

 

N EGATIVNA 

 

l 

 

Pl2&Pl&P2 # 

 

Pi & Pi & P2 

 

Pi &P 2 & P2 

 

Pl2 & P12 & N 

 

Pi2 & P1 & N 

 

Pi2 & P2& N 

 

P1 & P1 & N 

 

P) & Pフ & N 

 

I 

 

POZITIVNA 

 

Prvl dve 

 

pino vitvi 

 

4 

 

N&N 

 

v 

 

Tretjo ponovitev 

 

ni potrehna 

 

NEGATIVNA 

 

+ 

 

Pl2-Pl2 * 

 

pli & Pl 

 

Pl2 & P2 

 

Pl & P1 

 

P2 & P2 

 

v 

 

ponovitev 

 

Tre加 

 

ni potrebno 

 

POZITIVNA 

 

Pi: ponovitev, pozitivna sari za C D86; P2: ponovitev, pozitivna sari za C D54; P12: ponovitev, pozitivna za C D86 in 

 

CD54; N: ponovitev, id ni pozitivna niti za C D86 niti za C D54. 

 

*Vokencih so prikazane ustrezne kombinacije rezultatov iz prvih dveh ponovitev, neodvisno od vrstnega reda, v 

 

katerem so pridobijeni. 

 

#V okencih so prikazane ustrezne kombinacije rezultatov iz treh ponovitev na podlagi rezultatov, pndobljenih v prvih 

 

dveh ponovitvah, prikazarnh v zgornjem okencu, vendar n izraao vrstnega reda, v katerem so pridobijeni. 

 

28. Za preskusne kemikalije, ki so z metodo h-CLAT napovedane kit POZITIVNE, se lahko 

 

neobvezno doloとita vrednosti uとinkovitih koncentracij (BC), in sicer EC 1SO za CD86 in 

 

E C200 za CD54, ti. kincentracije, pri kateri si preskusne kemikalije povzroとi1e RFI 150 

 

ali 200. Ti vrednosti BC lahko potencialno prispevata k oceni stipnje pivzroとana 

 

preobとut1ivosti ko乞e (9), kadar se uporabita v celostnih pristopih, kit je IATA (4) (5) (6) 

 

(7) (8). Izraとunata se lahko z naslednjima e naとbama: 
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EC150 (for c D86) =民 ~nc + [(150一 BRFI)/(ARFI一BRFl ) X (Ac~nc -瓦 ~nc)] 

 

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

 

pri cerner je: 

 

Ac ~ncn可ni司a koncentracija v ig/ml z KF'> 150 (CD86) ah 200 (CD54), 

 

Bc 0ncn vi萄a koncentracija v ig/rnl z KF'< 150 (CD86) ali 200 (CD54), 

 

ARFI KF' pri n可n i司i koncentraciji z KF'> 150 (CD86) ah 200 (CD54), 

 

BRFI RFI pri n vi可i koncentraciji z RFI < 150 (CD86) ali 200 (CD54). 

 

Za ntanとn可§o izpeljavo vrednosti EC lSo in EC 200 bodo morda potrebne tri neodvisne 

 

ponovitve za meritev iza乞lll!1a D86/D54.Ko nとni vrednosti EC 15o in EC 200 se nato 

 

doloとita kit mediana vrednosti EC, izra&inanih iz treh neodvisnih ponovitev. Kadar sari 

 

dve od treh neodvisnih ponovitev izpolnjujeta reniia za pozitivnost (glej odstavka 26 in 27), 

 

se sprejmeV i可a vrednost EC1SO ali EC 200 od dveh izraとunanih vrednosti. 

 

Merila za sprejemijivost 

 

29. Pri uporabi metode h-CLAT morajo biti izpolnjena naslednja merita za sprejemijivost (22) 

 

(27). 

 

Viabilnost celic v gii§とu in kontrolah s t0pi10m'ehiklom mora biti veと kit 90-odstota. 

 

Pri kontroli s topilom!vehiklom vrednisti KF' za C D86 in C D54 ne bi smele presegati 

 

pozitivnih merit (KF' C D86と 150 % in KFi C D54と 200 %). Vrednosti KF' kintrile s 

 

topiiom!vehikiom se izrとun可i s formulo, ipisano v odstavku 25 (,MFl kemikalije' se 

 

nadomesti z, IFl topila/vehikla',, IFl topila/vehikla' pa se nadomesti z, IFl kontrole (z 

 

g可i§とem)'). 

 

Tako pri kontroli z gij i§とem kit pri kintroli s topilom!vehiklom mira biti razmerje IFl 

 

C D86 in C D54 v primerjavi z izotipsko kontrolo> 105 %. 

 

Pri pozitivni kontnoli (DNCB) rorajo vrednisti RFI tako C D86 kit tudi C D54 

 

izpolnjevati pozitivna rerila (RFI C D86と 150 in KF' C D54と 200), viabilnost celic pa 

 

mora biti veと kit 50-odstitna. 

 

Pri preskusni kemikaliji mira biti viabilnost celic veと kit 50-odstotna pri vsaj§ tirih 

 

presku§enih koncentracijah v vsaki ponovitvi. 

 

30. Negativni rezultati si sprej emijivi sari za preskusne kemikalij e, pri katerih je viabilnost 

 

celic rani kit 90-idstota pri naVi萄i presku§eni koncentraciji (ti. 1,2 xCV 75 v skladu z 

 

na&tom zaporednega redとe可a, ipisanim v idstavku 20). Ce je viabilnost celic pri 

 

1,2 xCV 75 enaka ali ve可a id 90 %, je treba negativni rezultat zavreとi. V taker pnimeru 

 

je DriDoniとljivo. da se pisku§a izbira odmerka izi,ii,otniti s ponovitvijo doloとitve CV 75. 
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0pozoriti je treba, da je negativni rezultat sprejemijiv, tudiと e je viabilnost celic veと kit 

 

90-idstotna, kadar se kit njVeja preskusna koncentracija preskusne kemikalije uporabi 

 

5 000 ig/l v丘 zii1o§ki raztipini (ali giji§と u ali drugih topilih/vehiklih), 1 000 ig/l v 

 

D1S0 ali navi萄a tipna koncentracija. 

 

Poroとi1o o preskusu 

 

31. V piriとili o preskusu se vkljuji podatki, navedeni v nadaijevanju. 

 

Pesklsm keniikalUa 

 

S nov iz ene sestavine: 

 

kemij ski identi丘kaci ski podatki, kit si ire pi IUPAC ali CAS ,§ tevilka CAS , iznaka pi 

 

sistemu S 11LES ali identifikatir InCh', strukturna formula in/ali drugi identifikatorji; 

 

fiziとni videz, vrednist Log Kiw, tipnist v vidi, topnost v D1S0, milekulska masa in 

 

didatne pimembne fizikalni-kemijske lastnisti, & si na viiji; 

 

と istist, kemij ska identiteta ne亡istit, kit j e ustrezno in prakti亡ni izvedlj ivo, itd.; 

 

obdelava pred presku§anjem,と e je ustrezni (npr. segrevanje, mletje); 

 

presku§ene kincentracije; 

 

pogiji shranjevanja in stabilnost, と e si na viiji; 

 

utemeljitev izbire topila/vehikla za vsaki preskusno kemikaliji. 

 

S niv z veと sestavinami, UVCB in zmesi: 

 

と im o bse乞nj§a ipredelitev lastnisti, na primer s kemijsko identiteto (glej zgiraj), 

 

と ististj o, kvantitativnim pijavljanjem in ustreznimi fizikalni-kemijskimi lastnistmi (glej 

 

zgiraj) sestavin, とe si na viiji; 

 

fiziとni videz, tipnost v vidi, tipnist v D1S0 in didatne pimembne fizikalno-kemij ske 

 

lastnisti,と e si na viljo; 

 

molekulska masa ali navidezna molekulska masa v primeru zmesi/pilimeriv z znani 

 

sestavo ali drugi podatki, pomembni za izvedbo§ tudie; 

 

ibdelava pred presku§anjem,と e je ustrezni (npr. segrevanje, mletje); 

 

presku§ene koncentracije; 

 

pigiji shranjevanja in stabilnost, と e si na viiji; 

 

utemeljitev izbire topila/vehikla za vsaki preskusno kemikaliji. 

 

ん)ntrole 
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Pozitivna kontrola: 

 

kemij ski identifikacij ski podatki, kit so ire po IUPAC ali CAs,§ teVilka CAS , oznaka po 

 

sistemu S 11LES ali identifikator InCh', strukturna formula Wah drugi identifikatorji; 

 

fizi亡ni videz, vrednost Lig Kow, topnost v vidi, topnost v D1S0, molekuiska masa in 

 

dodatne pomembne fizikalno-kemij ske lastnosti, & so na viljo inと e je ustrezno; 

 

とis tost, kemij ska identiteta neとistot, kot j e ustrezno in prktiとno izvedlj ivo, itd.; 

 

obdelava pred presku§njem, & je ustrezno (npr. segrevanje, mietje); 

 

presku§ene koncentracije; 

 

pogoji shranjevanja in stabilnost, 亡 e so na viljo; 

 

sklicevanje na rezultate pizitivnih kontrol iz preteklih preskusov, ki kaeo ustrezna reniia 

 

za sprejemijivist ponovitev,と e je to ustrezno. 

 

Negativna kontrola in kontrola s topilom/vehikiom: 

 

kemij ski identifikacij ski pidatki, kit so ire po IUPAC ali CAs,§ tevilka CAs, oznaka po 

 

sistemu S 11LES ali identifikator LnChI, stmkturna formula i'ai drugi identifikatorji; 

 

とi stost, kemij ska identiteta neとistot, kot j e ustrezni in praktiじno izvedlj ivo, itd.; 

 

fizi亡ni videz, milekuiska masa in dodatne pomembne丘 zikalno-kemj ske lastnisti, & se 

 

uporabijo druga kontrilna topila/vehikli razen tistih, ki so navedeni v smernici za 

 

presku §anie, inと e so na viljo; 

 

pogoji shranjevanja in stabilnist, & so na voljo; 

 

utemeijitev izbire tipila/vehikia za vsako preskusni kemikalijo. 

 

Prsklsn i pogoji: 

 

ire in naslov naroとnika, presku§eva1nega laboratorija in vodje§ tudie; 

 

opis uporabljenega preskusa; 

 

uporablj ena c eliとna linija, pogoj i njenega hranjenja in vir (npr. laboratorij, ki jo je 

 

zagotivil); 

 

uporabljena pretiとna citometrija (npr. model), vkluとno z nastavitvami instrumenta, 

 

globulinom, protitelesi in uporabijenir ozna&valcem ci titiksiとnosti; 

 

postopek, uporabijen za dokazovanje usposobljenisti laboratorija v zvezi z izvedbo 

 

preskusa s presku§aliem snivi za preverjanje usposobljenosti, in postipek, uporabijen za 

 

prikaz ponovijivisti izvedbe preskusa v dalemと asovner obdobju, npr. podatki o 

 

kontrolah iz preteklih preskusiv iw'ali pidatki iz preteklih preverjanj reaktivnisti. 
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Meriたza sprげemクivost presんsa. 

 

viabilnost celic, vrednosti 'Fi in RFI, pridobij ene s kontrolo s topilom/vehikiom, v 

 

primerjavi z o bmo可i sprejemijivosti; 

 

viabilnost celic in vrednosti RFI, pridobijene s pozitivno kontrolo, v primerjavi z o bmoi 

 

sprej emij ivosti; 

 

viabilnost celic vseh presku§enih koncentracij presku§ene kemikalije. 

 

Pres klsni P ostopek．' 

 

uporabij eno§ tevilo ponovitev; 

 

uporabij ene koncentracij e preskusnih kemikalij, nana§n e inとas izpostavlj enosti (とe je 

 

drugaとen od prporoとenega); 

 

trajanje izpostavljenosti (亡e je drugaじno od priporoとeneg); 

 

opis uporabijenih menii za ocenjevanje in o d1o'iteV; 

 

inis vseh nniiaaoditev Dreskusneaa vostopka. 

 

Rezultati: 

 

pregiednice s podatki, ki vkiju&ijejo vrednost CV 75 (とe je ustrezno), posamezne 

 

celic in vrednosti EC 150/EC200 

 

pozitivno kontrolo v vsaki 

 

napovedni model; 

 

ln 

 

geometrij ske vrednosti IFl, RFI, vrednosti viabilnosti 

 

(& je ustrezno), pnidobijene za preskusno kemikalijo 

 

ponovitvi, ter indikacija ocene preskusne kemikalije glede na 

 

opis kakr§nih koui drugih pomembnih opa乞nj,と e je ustrezno. 

 

Razprava o rezultatiん 

 

razprava o rezultatih, pridobijenih z metodo h-CLAT; 

 

navanje rezuitatov v okviru IATA,と e so na viljo druge pomembne informacije. 

 

Sk1epe ugotovitve 
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Dodatek 1.1 

 

0PREDELITVE POJMOV 

 

TOとnost: S top可a ujemanja rezultatov preskusa s sprejetimi refrenとnimi vrednostmi. Je 

 

meniuo uとinkoVitosti preskusa in eden od vidikov ustreznosti.Ta izraz in izraz skiadnost se 

 

pogosto uporabijata kot sopomenki in pomenita dele乞 pravilnih rezilttov preskusa (21). 

 

Potek ne乞e 1enega izida (Adverse Outcome Pathway - AlP): zaporedje dogodkov od 

 

kemijske strukture ciljne kemikahje ali skupine podobnih kemikalij prek za6etnega dogodka 

 

na molekuiski ravni do preiskovanega rezultata in vivo (22). 

 

Kemikalija: snov ali zmes. 

 

CV75: ocenjena koncentracija, pri kateri je viabilnost celic 75-odstotna. 

 

EC15o: koncentracije, pri katerih so vrednosti KF' pri izr吃anju C D86 150. 

 

EC200: koncentracije, pri katerih so vrednosti RFI pri izra乞anju C D54 200. 

 

Pretoとna citometrija:ci tometriとna tehnika, pri kateri celice, suspendirane v tekとini, vsaka 

 

posebej potujejo skozi ozek snip laserske svetiobe, ki se razpr§i v vzorcih, znaとilnih za 

 

celice in njihove komponente;celice se pogosto oznaとijo s fiuorescentnimi oznaとeValci, tako 

 

da se svetloba najprej absorbira in nato oddaja pri sprernenjenih frekvencah. 

 

Nevarnost: ne 1o1iva lastnost sredstva ali stanje, ki lahko ob izpostavljenosti temu sredstvu 

 

poVzroとi ne乞elen uとinek na organizer, sister ali (pod)populacijo. 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment = celostni pristop k testiranju 

 

in ocenjevanju): strukturiran pristop, ki se uporablja za ugotavljanje nevarnosti (potencial), 

 

opredeijevanje nevarnosti (rnoと) in/ali oceno vannosti (potencial/oと in izpostavljenost) 

 

kemikalije ali skupine kemikalij ter strate§ko zajame in oceni vse pomembne podatke, da se 

 

lahko sprejrne regulativna odloとiteV v zvezi z morebitno nevannostjo in/ali tveganjern in/ali 

 

potrebo po nadaljnjem, ciljno usmenjenern in s tern minimalnem presku§nju. 

 

Kontrola z g可i§とem: netretiran ponovljen vzorec, ki vsebuje vse kornponente preskusnega 

 

sistema.Ta vzorec se obdela z vzorci, tretiranirni s preskusno kemikalijo, in drugimi 

 

kontrolnimi vzorci, da se ugotovi, ali topilo/vehikel reagira s preskusnirn sistemom. 

 

Zmes: zmes ali raztopina iz dveh ali veと snovi. 

 

Snov iz ene sestavine: snov, ki jo opredeljuje njena kvantitativna sestava in v kateri je vsaj 

 

80 mas. % glavne sestavine. 

 

Snov z veと sestavinami: snov, ki io opredeliuie njena kvantitativna sestava in v kateri je 
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veと glavnih sestavin s koncentracijo? 10 mas. % in< 80 mas. %.S nov z veと sestavinami je 

 

rezultat proizvodnega postopka. Raziika med zmesjo in snovjo z veと sestavinami je v tern, 

 

da je zmes pridobijena z me§anjem dveh ali veと snovi brez kerniとne reakcije.Sn0v z veと 

 

sestavinami je rezultat kerniとne reakcije. 

 

Pozitivna kontrola: ponovljen vzorec, ki vsebuje vse sestavine preskusnega sistema in se 

 

tretira s snovjo, za katero je znano, da poVzroとi pozitiven odziv.Za zagotovitev, da se lahko 

 

variabilnost odziva pozitivne kontrole oceni v dalemとa sovnem obdobju, pa stopnja 

 

pozitivnega odziva ne bi smela biti previsoka. 

 

Prehapteni: kemikalije, ki postanejo povzro&telji preob&itljivosti ko乞e z abiotsko 

 

pretvorbo. 

 

Prohapteni:kemikalije, ki potrebuj ej o encimsko aktivacijo za uresniとitev potenciala za 

 

povzroとani e preob&ttljivosti ko乞e. 

 

Relativna intenziteta fluorescence (I 

 

intenzitete fluorescence (IFl) pri celicah, 

 

celicah, tretiranih s topiloni/vehiklorn. 

 

vrednosti geometrij ske sredine 

 

ih s kernikalijo, v prirnerjavi z IFl pri 

 

Ustreznost: Opis razrnerja med preskusorn in preiskovanim uとinkom ter njegovega pomena 

 

in uporabnosti za do1oとen namen. Pomeni stopnjo, do katere preskus pravilno 

 

napove preiskovani biolo§ki uとinek.Pri ustreznosti se upo§teVa mdi toとnost 

 

preskusa (21). 

 

Zanesijivost: stopnja obnovijivosti preskusa v 

 

enern ali veと 

 

izmeri 

 

(skladno 

 

唖
⑩
 

 

laboratorij ih v dali§ em 

 

'asovnem obdobju ob uporabi istega protokola.lceni se z izra&inom obnovljivosti v 

 

ali veと laboratorijih in interne laboratorij ske ponovlj ivosti (21). 

 

Ponovitev: ponovitev zajema eno ali veと preskusnih kemikalij, presku§eriih so亡 asno s 

 

kontrolo s topiloni/vehiklom in pozitivno kontrolo. 

 

0bとut1ivost: dele乞 vseh pozitivnib!aktivnih kemikalij, ki se 

 

razVrstij 0.Je menilo toとnosti za preskus, s katerim se pridobijo 

 

pomemben dej avnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (21). 

 

s pre 

 

katego 

 

skusom pravilno 

 

riとni rezultati, in 

 

Pufer za barvanje: fosfatni pufer s solio, ki vsebuje 0,1 % govejega serumskega albumina. 

 

Kontrola s topilom/vehildom: netretiran vzorec, ki vsebuje vse komponente preskusnega 

 

sistema razen preskusne kemikalije,V kljuとuje pa topilo/vehikel, ki se uporabi. Uporablja se 

 

za dolo亡allie izhodi§とnega odziva za vzorce, tretirane s preskusno kernikalijo, raztoplj eno ali 

 

stabilno dispergirano v istem topilu/vehiklu.Pri presku§anju s s oとasno kontrolo z goi§とem 

 

ta vzorec mdi pok吃e, ali topilo/vehikel reagira s preskusnim sistemom. 

 

Specifiとnost: de1e乞 vseh negativnih/neaktivnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno 

 

razvrstij o.Je meniuo toとnosti za preskus, s katerim se pridobijo 
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pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (21). 

 

Snov: kemijski elementi in njihove spojine, ki so v naravnem stanju ali pridobijeni s katerim 

 

koli proizvodnim postopkom,v kluとno z vsemi dodatki, potrebnimi za ohranitev stabilnosti 

 

produkta, in kakr§nimi koli neとistotai, ki so nastale v uporabijenem postopku, vendar brez 

 

kakr§nega koli topila, ki ga je mogo& loとiti, ne da bi to vplivalo na stabilnost snovi ali 

 

spremenilo njeno sestavo. 

 

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, pre sku§ena z uporabo te metode. 

 

Globalno uskiajeni sister Zdru乞enih narodov za razvr§とa可e in o znaとeva可e kemikalij 

 

(G1S ZN): sister za razvr§とaユie kemikalij (snovi in zmesi) v skladu s standardiziranimi 

 

vrstami in stopnjami丘 ziとnih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti ter za obravnavanje 

 

ustreznega ozna&vanja, na primer s piktogrami, opozorilnimi besedami, stavki o 

 

nevarnosti, previdnostnimi stavki in varnostnimi listi, da bi se raz§irile informacije o 

 

§kodlivih u&nkih kemikalij ter s ter za§とitili ljudje (vkluとno z delodajalci, delavci, 

 

prevozniki. potro§niki in re§evalci) in okolje (23). 

 

UVCB:snovi z neznano ali spremenijivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali 

 

bio1o§ki materiali. 

 

dovoij ustrezen in zanesljiv za doloじen 

 

na&lih.Preskus ni nikoli veljaven v 

 

kus, ki se obravnava kot 

 

znanstveno utemeijenih 

 

pres 

 

na 

 

Veli aven preskus: 

 

namen ter temelji 

 

absolutnem smislu, ampak sari v zvezi z opredeljenim namenom (21). 
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Dodatek 1.2 

 

SNOVI ZA PRVRiNJE USP0S0BLJEN0STI 

 

Pred redno uporabo preskusa, opisanega v tern dodatku k preskusni metodi B .71, morajo 

 

laboratoriji dokazati tehi亡no usposobijenost tako, da pravilno pridobijo napovedi h-CLAT, 

 

priとakovane za 10 snovi, ki so priporoとene v preglednici 1, ter vrednosti C V75, BC 150 in 

 

EC200, ki so za vsaj 8 od 10 snovi za preverjanje usposobljenosti v ustreznern refrenとnern 

 

obmo可u.S novi za preverjanje usposobijenosti so bile izbrane, ker predstavljajo celoten 

 

razpon odzivov pri nevarnostih v zvezi s poVzroとnern preobとutlivosti ko乞e. Druga renia 

 

za izbiro so bila razpo1o乞livost snovi na trgu, razpolo乞livost visokokakovostnih refrenとnih 

 

podatkov in vivo in razpolo乞livost visokokakovostnih podatkov in vitro, pridobijenih z 

 

metodo h-CLAT. Za metodo h-CLAT so na viljo mdi objavijeni rfrenとni podatki (3) (14). 

 

Preglednica 1: Priporo&ne snovi za dokazovanj e telni亡ne usposoblj enosti za metodo h-CLAT 

 

Rezultati h-CLAT 

 

za C D54 

 

(rekrenとn0 

 

0bmo可e EC 200 v 

 

tg/ll12) 

 

Rezultati h-CLAT 

 

za C D86 

 

(rekrenとno 

 

0bmo可e EC 15o v 

 

tg/ll12) 

 

CV 75 

 

Rfrenとno 

 

ob Illo可 e v 

 

tgIlll12 

 

Napoved ifl 

 

vかil 

 

Agregatn 

 

ostanje 

 

gt.C As 

 

Snov za preverjanje 

 

usposobijenosti 

 

pozitivna 

 

(0,5-15) 

 

pozitivna 

 

⑩5-10) 

 

2-12 

 

negativna 

 

(>1,5)3 

 

pozitivna 

 

( 40) 

 

5-95 

 

pozitivna 

 

(10-100) 

 

pozitivna 

 

( 100) 

 

30-500 

 

pozitivna 

 

(10-140) 

 

negativna 

 

(>10)3 

 

30-400 

 

pozitivna 

 

( 250) 

 

negativna 

 

(>5)3 

 

>20 

 

pozitivna 

 

(20-75) 

 

negativna 

 

(>5 000) 

 

negativna 

 

(>5 000) 

 

negativna 

 

(>5 000) 

 

negativna 

 

(>1 000) 

 

pozitivna 

 

(20-90) 

 

25- 100 

 

negativna 

 

(>5 000) 

 

negativna 

 

(>5 000) 

 

negativna 

 

(>5 000) 

 

negativna 

 

(>1 000) 

 

> 5 000 

 

> 5 000 

 

500-5 000 

 

> 1 000 

 

povzrとite1 

 

probとut1ivsti 

 

(izjemno 

 

mo&n) 

 

povzrとite1 

 

probとut1ivsti 

 

(mo&n) 

 

povzrとite1 

 

probとut1ivsti 

 

(zmeren) 

 

povzrとite1 

 

probとut1ivsti 

 

(zmeren) 

 

povzrとite1 

 

probとut1ivsti 

 

(§ibek) 

 

povzrとite1 

 

probとut1ivsti 

 

(§ibek) 

 

n povzroca 

 

probとut1ivsti 

 

n povzroca 

 

probとut1ivsti 

 

n povzroca 

 

probとut1ivsti 

 

n povzroca 

 

probとut1ivsti 

 

97-00-7 trdna snov 

 

2,4-dnitrklorbenzen 

 

106-50-3 trdna snov 

 

4-fnilendianin 

 

10101-97-0 trdna snov 

 

nildjev sulfat 

 

149-30-4 trdna snov 

 

2-merkptbenzotiazo 

 

5989-27-5 tekとina 

 

取＋）ーlimonen 

 

39236-46-9 trdna snov 

 

iniidazolidinil urea 

 

67-63-0 tekとina 

 

izopropanol 

 

56-81-5 tekとina 

 

glicerol 

 

50-21-5 tekとina 

 

m1eとna kislina 

 

4-aiinobenz切sk kislina 150-13-0 trdna snov 

 

Kratice:§ t.CAS = registrska § tevi1k S 1ube za izmenjavo kemijskih izv1eとkv (CAs). 

 

Napoved nevamosti (in moとi) in vivo temeiji na podatkih za preskus LLNA (3) (14).MOと in vivo s izpelje s pomojo meni, 

 

id jih je predlagal ECETOC (24). 

 

2Na podlagi ugotovijenih vrednosti iz preteldih preskusov (13) (25). 

 

466 

 



D060575102 

 

negativen 

 

とe je 

 

V pretekiosti so bili za ta ozna&valec pridobijeni vと血oma negativni rezultati, zato se naive 

 

rezultatov 

 

rezultat. Navedeno o bmoje je bili opredeij eno na podlagi nekaj ugotovijenih pozitivnih 

 

pridobijen pozitiven rezultat, mora biti vrednost EC v navedenem refrnとnem o bmo可u. 
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Dodatek 2 

 

PR0B(UTLJIV0ST K 0乞E IN VITRO: PRSKUS AKTIVACLiE CE LI(N LINIE U937 

 

(U-SENSTM) 

 

Z 亡ETNI PR1DARK1 IN OMEJIT V 

 

1.S preskusom U~SENSTM se kvanti丘cir可o spremembe v izra乞a可u ce liとnega povr§inskega 

 

ozna&valca, povezanega s procesom aktivacije monocitov in dendritskih celic (DC) (ti. 

 

C D86), v ce liとni liniji U937 humanega histiocitnega limfoma po izpostavljenosti 

 

povzroとitel em preobとutlivosti (1). Izmerj ene ravni izr吃allia c e1iとnega povr§inskega 

 

o znaとeva1ca C D86 v c eliとni liniji U937 se nato uporabijo za podporo raziikovanju med 

 

povzroとiteli preobとutlivosti ko乞e in snovmi, ki niso povzroとiteli preobとutlivosti ko乞e. 

 

2. Preskus U-sENsTM je bil ocenjen v validacijski§ tudii (2) pod vodstvom dru乞be L'Oreal in 

 

nato z neodvisnim medsebojnim strokovnim pregledom, ki ga je izvedel Znanstveni 

 

svetovaini odbor (ESAC) Referenとnega laboratorija Evropske unije za alternative 

 

testiranju na乞 ivalih (BURL BC VAI) (3). Ob upo§teVanu vseh razpololjivih dokazov ter 

 

prispevkov regulatorjev in dele乞nikov je BURL ECVAI (4) preskus U-sENsTM priporoとil 

 

za uporabo v okviru IATA za podporo raziikovanju med povzroとitelji preobとutljivosti koe 

 

in snovmi, ki niso povzroとitelji preobとutljivosti ko乞e, zaradi razvrstitve glede na nevarnost 

 

in oznaとeVanj e. OECD v smernicah za poroとanje o strukturiranih pristopih k povezovanju 

 

podatkov in posameznih virov informacij, ki se uporabij ajo v okviru IATA za 

 

preobとutljivost ko乞e, obravnava § tevilne§ tudje primerov, ki opisujejo razliとne strategije 

 

presku§anja in napovedne modele. Eden od razliとnih opredeijenih pristopov temelji na 

 

preskusu U-sENs (5). Primeni uporabe podatkov preskusa U~SENSTM v povezavi z 

 

drugimi informacijami, vkljuとno s preteklimi podatki in o bstojeとimi veljavnimi podatki za 

 

ijudi (6), so navedeni tudi drugje v virih (4) (5) (7). 

 

preskus U~SENSTM prenese v laboratorije, ki imajo izku§nje s 

 

kultur in analizo s pretoとno citometrijo.S topna ponovijivosti 

 

3. Izkaza1o se je, da se lahko 

 

gojenja c eliとnih 

 

ki jo je mogoとe priとakovati pri preskusu, je v ener in veと laboratorijih 90-

telinikami 

 

napovedi, 

 

oziroma 84-odstotna (8). Rezultati, pridobljeni z validacij sko§ tudio (8) in drugimi 

 

obi avij enimi § tudi ami (1), na splo§no kaj o, da j e v primerj avi z rezultati LLNA toとnost 

 

pri raziikovanju med povzroとite1ji preobとutljivosti ko乞e (ti. kategorija i po G1S 

 

ZN/uredbi CLP) in snovmi, ki niso povzroとitelji preob&ttljivosti, 86-odstotna (N = 166), 

 

priとe mer je ob&ttljivost 91-odstotna (118/129) in speci丘とnost 65-odstotna (24/37). V 

 

primerjavi z rezultati za ijudi je toとnost pri razlikovanju med povzroとite1i preobとutlj ivosti 

 

ko乞e (ti. kategorija 1 po G1S ZN/uredbi CLP) in snovmi, ki niso povzroとitelji 

 

preobとutljivosti, 77-odstotna (N = 101), priとe mer je obとut1jivost 100-odstotna (58/58) in 
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speci丘とnost 47-odstotna (20/43). La乞no negativne napovedi pri preskusu U-sENsTM v 

 

primerjavi z LLNA se bodo bili verjetno nana§a1e na kemikalije z nizko do zmerno 

 

stopnjo poVzroとana preobとut1ivosti ko乞e (ti. podkategorija lB po G1S ZN/uredbi CLP) 

 

kit na kemikalije z visoko stipnjo povzroとania preobとutliVosti ko乞e (ti. podkategirija lA 

 

pi G1S ZN/uredbi CLP) (1) (8) (9). Vse te informacije skupaj ka河o, da preskus U-

SENST1 uporabno prispeva k opredelitvi nevarnosti za poVzriとa可e preobとutlivosti ko乞e. 

 

Vendar so tukaj navedene vrednosti toとnosti za preskus U~SENSTM kot samostojni preskus 

 

zgolj okvirne, saj ga je treba obravnavati skupaj z drugimi viri informacij v okviru IATA 

 

ter v skiadu z doloとbai odstavkov 7 in 8 iz S plo§nega uvoda. Poleg tega je treba pri 

 

ocenjevanju metod za preobとutlivost ko乞e, ki se ne izvajajo na乞i va1ih, upi§tevati, da 

 

nreskus LLNA in dru2a testirania na乞 ivalih ne odra乞aio v celoti razmer p riとlo veku. 

 

4. Na pidlagi trenutno razpo1o乞1ivih podatkov se je pokazalo, da se preskus U~SENSTM 

 

lahko uporabija za preskusne kemikalije (vk1juとno s kozmetiとnimi sestavinami, kot so 

 

konzervansi, povr§insko aktivne snovi, aktivne snovi, barye), ki zajemajo raz1iとne 

 

organske funkcionalne skupine, fizikalno-kemij ske lastnosti, stopnjo povzroとania 

 

preob6utljivosti ko乞e (kot je doloとena v§ tudijah in vivo) in spekter mehanizmov reakcije, 

 

za katere je znano, da so povezani s preobとut1ivo stjo ko乞e (ti. Michaelov akceptor, 

 

nastanek Sc hiffve baze, sredstvo prenosa aculne skupine, bimolekularna nukleo丘lna 

 

substitucija [SN2] ali nukleofilna aromatska substitucija [SNAr]) (1) (8) (9) (10). Preskus 

 

USENSTM se uporabija za preskusne kemikalije, ki so topne ali tvorijo stabilno disperzijo 

 

(ti. koloid ali suspenzija, v kateri se preskusna kemikalija ne usede ali loとi od 

 

topila/vehikia v razliとne faze) v ustreznem topilu/vehiklu (glej odstavek 13). Kemikalije v 

 

podatkovnem nizu, za katere je bibo navedeno, da so prehapteni (ti. snovi, ki se aktiviraj o z 

 

oksidacijo) ali prohapteni (ti. snovi, ki potrebujejo encimsko aktivacijo, na primer z 

 

encimi P450), so bile s preskusom U-sENsTM pravilni napovedane (1) (10).S novi, ki 

 

pivzrijo motnje membrane, lahko privedejo do lano pozitivnih rezultatov zaradi 

 

nespecifiとnega piveとana izra乞ana C D86, saj so bili trije od sedmih 1a乞no pozitivnih 

 

rezultatov v zvezi z referenとno klasifikacij o in vivo pri povr§inski aktivnih snoveh (1). Kot 

 

take je treba pozitivne rezultate pri povr§insko aktivnih snoveh ibravnavati previdno, 

 

medtem ko je negativne rezultate pri povr§insko aktivnih snoveh§ e vedno m ogoとe 

 

uporabiti za podporo opredelitvi preskusne kemikaije kot snovi, ki ne povzroa 

 

preobとutljivosti ko乞e. Fluorescentne preskusne kemikalije se lahki icenjujejo s preskusom 

 

USENSTM (1), vendar bodo moとne fiuorescentne preskusne kemikalije, ki svetiobo 

 

oddajajo na isti vabovni dolini kot fluorescein izotiocianat (FITC) ali propidijev jodid 

 

(PI), vplivale na zaznavanje s pretoとni citometrijo, zato jih ni mogi& pravilni iceniti z 

 

uporabo protiteles, konjugiranih s FITC (mirebitni 1a乞no negativen rezultat), ali PI 

 

(viabilnost ni merijiva). V taker primeru se lahko uporabijo druga s Quorokromom 

 

oznaとena protitelesa oziroma drugi oznaとevalci c itotoksiとnosti, とe j e m ogoとe dokazati, da 

 

za2otavliaio podobne rezultate. kot s FITC iznaとena irotitelesa ali PI (2lei idstavek 1 W). 
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npr. s presku§anem snovi za preverjanje usposobljenosti iz Dodatka 2.2. Glede na 

 

navedeno je treba pozitivne rezultate pri povr§insko aktivnih snoveh in negativne rezultate 

 

pri moと nih fluorescentnih preskusnih kemikalijah raziagati v okviru navedenih omejitev in 

 

skupaj z drugimi viri informacij v okviru IATA. Kadar obstajajo dokazi, da preskusa U-

SENST1 ni mogoとe uporabiti za druge s pecifとne kategorije preskusnih kemikalij, se ta 

 

preskus zanje ne bi smel uporabiti. 

 

5. Kit je navedeno zgoraj, preskus U~SENSTM podpira raziikovanje med povzroとiteli 

 

preobとutljivosti ko乞e in snovmi, ki niso povzroとiteli preobとutljivosti ko乞e. Kadar se 

 

uporabija v celostnih pristopih, kit je IATA, pa lahko prispeva tudi k iceni stopnje 

 

povzriとana preibとutljivosti ko乞e. Vendar je potrebno nadaljnje deli, ki po mo乞 nosti 

 

terneiji na podatkih za ijudi, da se dili, kaki bi lahko rezultati preskusa U-sENsTM 

 

prispevali k oceni stipnje povzro亡anj a preob亡utlj ivosti. 

 

6. Opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 2.1. 

 

NACELO PRESKUSA 

 

7. Preskus U~SENSTM je preskus in vitro, s katerim se kvanti丘cirjo spremembe v i zraanju 

 

c eliとnega povr§inskega o znaとeva1ca C D86 na c e1iとni liniji humanega histiocitnega 

 

limfima, ti. celicah U937, pi 45士 3-urni izpostavljenosti preskusni kemikaliji. Povr§inski 

 

o znaとevalec C D86 je tipiとni iznaとevalec aktivacije celic U937. Za C D86 je znani, da je 

 

kostimulatorna molekula, ki lahki posnema aktivacijo monocitov, ta pa ira kluとno yuogo 

 

pri ozna&vanju celic T.S prernembe v izra乞anu c eliとnega povr§inskega ozna&valca C D86 

 

se merijo s pretoとno citometrijo po obarvanju celic,o biとano s protitelesi, izna&nimi s 

 

fluorescein izitiicianatom (FITC).Soとa sni se tudi izmeri ci totoksiとnost (npr. z uporabo 

 

PI), da se oceni, ali se pri s ubcitotoksiとnih koncentracijah pij avi poveとani izra乞ane 

 

c eliとnega povr§inskega o znaとeva1ca C D86. Izraとuna se stimulacijski indeks (S')c eliとnega 

 

povr§inskega o znaとeva1ca C D86 v primerjavi s kintrolo s topilom/vehiklim in uporabi v 

 

napivednem modelu (glej odstavek 19), da se podpre raziikovanje med povzroとite1ji 

 

preobとutliivosti in snovmi, ki niso Dovzroとiteli Dreobとut1iivosti. 

 

D0KAZ0VANE USPOSOBLiENOSTI 

 

8. Pred redno uporabo preskusa, opisanega v tern dodatku k preskusni metodi B .71, rnorajo 

 

labiratoriji dikazati tehniとni usposobijenost, tako da v skladu z dobrirni praksami metode 

 

in vitro (11) uporabijo 10 snovi za preverjanje usposobijenosti, navedenih v Dodatku 2.2. 

 

Pileg tega morajo uporabniki preskusov vzdrevti zbirko preteklih podatkov, pridobijenih 

 

s preverjanji reaktivnosti (glej odstavek 11) ter pozitivnimi kontrilami in kontrolami s 
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topilom/vehikiom (glej odstavka 15 in 16), ter te podatke uporabiti za potrditev, da se v 

 

njihovem laboratoriju vzdr乞ue obnovijivost preskusa skozi das. 

 

POSTOPEK 

 

9. Ta preskus temeiji na protokolu§ t. 183 storitve za podatkovne zbirke o alteniativnih 

 

metodah namesto testiranja na乞i valih (DataBase service on Alternative Methods to animal 

 

experimentation (DB-ALM)) za preskus U-sENsTM (12). Pri izvajanju in uporabi preskusa 

 

USENSTM v laboratoriju je treba uporabljati standardne delovne postopke. Uporabi se 

 

lahko avtomatiziran sister za izvajanje preskusa U~SENSTM, & je mogoとe dokazati, da 

 

zagotavija podobne rezultate, na primer s presku§anjem snovi za preverjanje 

 

usposobljenosti iz Dodatka 2.2. V nadaijevanju so opisani glavni elementi in postopki za 

 

preskus U~SENSTM. 

 

Priprava celic 

 

10. Za izvedbo preskusa U~SENSTM je treba uporabiti ce li亡no linijo hurnanega histiocitnega 

 

limfoma, U937 (13). Celice (klon C RL1593.2) je treba pridobiti iz celiとne banke z dobrimi 

 

kvali丘kacり ami, kot je American Type Culture Collection. 

 

11. Celice U937 se gojijo pri 37。 C v navla乞eni atmosferis 5 % C02 v g可i§とu RPMI-1640, 

 

dopolnjenem z 10 % telejega fetalnega seruma (FCS), 2 mM L-glutamina, 

 

100 enotami/ml penicilina in 100 ig/nll streptomicina (kompletno goji§とe). Celice U937 se 

 

rutinsko pas吃irjo na 2 do 3 dni z gostoto od 1,5 oziroma 3 x10 5 celic/ml. Gostota celic 

 

ne bi smela presegati 2 x 106 celic/mi, viabilnost celic, izmerjena z izkluとitvenim testom z 

 

barvilom tripan modro, pa mora biti ? 90 % (ne sme se uporabiti pri prvi pasa乞i po 

 

odtajanju). Preden se celice uporabijo za presku§aje, je treba vsako serijo celic, FCS ali 

 

protiteles kvali丘cirti s preverjanjem reaktivnosti. Reaktivnost celic je treba preveriti z 

 

uporabo pozitivne kontrole, ti. pikrilsulfonske kisline (2,4,6 -trinitro-benzen-sulfonska 

 

kislina: T NBS) (§t.CAS 2508-19-2, z ? 99-odstotno と istostjo), in negativne kontrole, ti. 

 

mleとne kisline (LA) (§t.C AS 50-21-5, zと 85-odstotoと istostjo), najmanj en teden po 

 

odtajanju. Za preverjanje reaktivnosti je treba za vsako od dveh kontrol preskusiti§ est 

 

konとnih koncentracij (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75, iii ig/ml in LA: 1, 10, 20, 50, 100, 

 

200 tg/ml). TNBS, raztopljena v kompletnem goji§とu, bi morala povzroとiti pozitiven in s 

 

koncentracijo povezan odziv C D86 (npr. kadar pozitivni koncentraciji,S 1 C D86 ? 150, 

 

sledi koncentracija z nara§とjoとimS 1 D86), LA, raztopljena v kompletnem goi§とu, pa bi 

 

morala povzroとiti negativen odziv CD86 (glej odstavek 21). Za poskus se lahko uporabi 

 

samo senja celic, ki so dvakrat uspe§no prestale preverjanje reaktivnosti. Celice se lahko 

 

namno乞u可o do seder tednov po odtajanju.S tevi1o pasa乞 ne sme presegati 21. Prevenjanje 

 

reaktivnosti ie treba izvesti v skladu s postopki, opisanimi v odstavkih od 18 do 22. 
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12. Za presku§ane se celice U937 nasadijo z gostoto bodisi 3 x10う celic/ml bodisi 6 x10う 

 

cele/ml in predhodno gojijo v s tek1eniとkah za gojenje ce liとnih kultur dva dni oziroma en 

 

dan. Poleg zgoraj opisanih pogojev predhodnega gojenja se lahko uporabijo tudi drugi,とe 

 

je zagotovij ena zadostna znanstvena utemeljitev in je mogoとe dokazati, da dajejo podobne 

 

rezultate, na primer s presku§ani em snovi za preverjanje usposobijenosti iz Dodatka 2.2. 

 

Na dan preskusa se celice, odvzete iz s tekleniとke za gojenje c eliとnih kultur, znova 

 

suspendirajo v s ve乞em g可i§とu z gostoto 5 x 105 celic/ml. Nato se celice nanesejo na 96-

j amiとno plo§とo z ravnim dnom po 100 tl (konとna gostota celic je 0,5 x1 0 5 celic/jamico) 

 

Priprava preskusnih kemikalij in kontrolnih snovi 

 

13. Pred preskusom se opravi ocena topnosti. V ta namen se preskusne kemikahj e raztopij o ali 

 

stabino dispergirajo pri koncentraciji 50 mg/ml v kompletnern goi§とu kit prvi rno乞nisti 

 

topila ali dimetil sulfoksidu (D1S0, z と 99-odstotno と istosto) kot drugi mo乞nosti 

 

topila/vehikla, 亡 e preskusna kemikalija ni topna v topilu/vehiklu kompletnega gii§とa. Za 

 

preskus se preskusna kemikalija raztopi do konとne koncentracije 0,4 mg/ml v kompletnern 

 

goi§とu,と e je kemikalija topna v tern topilu/vehiklu. 亡e je kernikalija topna sari v 

 

D1S0, se raztopi pri koncentraciji 50 mg/ml. Poleg zgiraj opisanih topil/vehiklov se 

 

lahko uporabijo tudi drugi,と e je zagotovijena zadistna znanstvena utemeljitev. Upo§tevti 

 

je treba stabilnost preskusne kemikalije v konとnern topilu/vehiklu. 

 

14. Preskusne kernikalij e in kontrolne snovi se pripravij o na dan preskusa. Ker se piskus za 

 

ugotavijanje odmerka ne izvede, je treba za prvo ponovitev preskusiti§ est konとnih 

 

koncentracij (1, 10, 20, 50, lii in 200 gg/rnl) v ustreznem topilu/vehiklu bodisi v 

 

kompletnern goi§とu bodisi v 0,4 % D1S0 v goi§とu. Za nadaljnje ponovitve se z 

 

raztopinarni preskusne kernikalije, ki se zaとneo pri 0,4 mg/ml v kornpletnern goi§とu ali 

 

50 mg/ml v D1S0, z uporabo ustreznega topila/vehikla pripravijo vsaj§ tiri delovne 

 

raztopine (ti. vsaj§ tiri koncentracije). Delovne raztopine se nazadnje uporabijo za 

 

tretiranje, tako da se koliとini delovne raztopine na plo§とi doda enaka koliとina suspenzije 

 

celic U937 (glej odstavek il zgoraj), da se dose乞e nadaljnja dvakratna razredとitev (12). 

 

Koncentracije (najrnanj§ tiri) za kakr§no koli nadaljnjo ponovitev se izberejo na podlagi 

 

posameznih rezultatov vseh prejnih ponovitev (8). Uporabne konとne koncentracije so 1, 

 

2, 3, 4, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, lii, 120, 140, 160, 

 

180 in 200 ig/l. N vi司a kinとna koncentracija je 200 ig/ml.亡 e je pozitivna vrednost 

 

C D86 ugotovljena pri 1 ig/rnl, poter se oceni 0,1 ig/ml, da se poi§じe koncentracija 

 

preskusne kemikalije, ki ne spro乞i C D86 fad pozitivnim pragom. Za vsako ponovitev se 

 

i zraとuna ECi5i (koncentracija, pri kateri kernikalija dose乞e pozitivni prag C D86 v vi§ini 

 

150 %, glej odstavek 19),と e je ugotovljen pozitivni odziv C D86, povezan s koncentracijo. 

 

Kadar preskusna kemikalija pivzroとi pozitivni odziv C D86, ki ni povezan s koncentracijo, 

 

i zraとun EC150 morda ne bo relevanten, kit ie oDisano v D rotokolu U~SENSTM DB-ALM 
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§t. 183 (12). Kadar je to m ogoとe, se za vsako ponovitev i zraとuna C V70 (koncentracija, pri 

 

kateri kemikalija dose乞e 70-odstotni prag ci totoksiとnosti, glej odstavek 19) (12). Za 

 

preiskavo uとinka odziva na koncentracijo za poVeとane C D86 je treba vse koncentracije iz 

 

uporabnih koncentracij izbrati tako, da so enakomerno razporejene med EC 150 (ali 

 

n可vi萄o necitotoksiとno koncentracijo, pri kateri je C D86 negativen) in CV 70 (ali navi可o 

 

dopustno koncentracijo, ti. 200 igIml). Za primerj avo je treba preskusiti najmanj§ tiri 

 

koncentracije na ponovitev, priとeme r morata biti vsaj dve koncentraciji enaki kit pri 

 

predhodnih ponovitvah. 

 

15. Kontrola s topiom/vehiklom, uporabljena pri preskusu U-sENsTM, je kompletno goi§& 

 

(za preskusne kemikalije, raztopljene ali stabilno dispergirane) (glej odstavek 4) ali 0,4 % 

 

D1S0 v kompletnem gij i§とu (za preskusne kemikalije, raztoplj ene ali stabilno 

 

dispergirane v D1S0). 

 

16. Pozitivna kontrola, uporabljena pri preskusu U-sENsTM, je T NBS (glej odstavek 11), 

 

pripravlj ena v kompletnem gij i§とu.T NBS je treba kit pozitivno kontrolo za meritev 

 

izra乞ana C D86 uporabiti pri enotni konとni koncentraciji na plo§とi (50 ig/nl), pri kateri je 

 

viabilnost celic veと kot 70-odstotna. Za 50 tg/ml koncentracije T NBS na plo§とi se pripravi 

 

i M (ti. 293 mg/llll) osnovna raztopina T NBS v kompletnem goi§とu in nadaije 2930-krat 

 

razredとi s kompletnim goi§とem v 100 tg/111l delivno raztopino.M leとno kislino (L,CAS 

 

50-21-5) je treba uporabiti kot negativno kontrolo pri 200 ig/nl, raztopljenih v 

 

kompletnem goi§とu (iz 0,4 mg/ml osnivne raztopine). Na vsaki plo§とi vsake ponivitve se 

 

pripravijo trije ponovljeni vzorci netretirane kontrole s kompletnim giji§とem, kontrole s 

 

topilom/vehiklom ter negativne in pozitivne kontrole (12). Uporabijo se lahko tudi druge 

 

primerne pozitivne kontrole, 'e so na voijo podatki iz preteklih preskusov za izpelj avo 

 

primerijivih menii za sprejemijivost ponovitev. Merila za sprejemljivost ponovitev so 

 

enaka kot merita.op isana za p reskusno kemikalijo (atei odstavek 12). 

 

Nanos preskusnih kemikalij in kontrolnih snovi 

 

17. Kontrola s topllon'vehiklom ali delovne raztopine, opisane v odstavkih od 14 do 16, se 

 

zme§可o v razmerju 1 : 1 (v/v) s suspenzijami celic, pripravljenimi na 96-amiとni plo§とi z 

 

ravnim dnom (glej odstavek 12). Obdelane plo§& se nato iiikubirajo 45士 3 ure pri 37 oc v 

 

prisotnosti S % cO2. Pred inkubacijo se plo§とe zatesnijo s poiprepustno membrano, da se 

 

prepre'ita izhiapevanje hiapnih preskusnih kemikaij in navzkri乞na kontaminacija med 

 

ceicami, tretiranimi s preskusnimi kemikalij ami (12). 

 

Barvanj 

 

18. Po 45士 3-unni izpostavljenosti se celice prenesejo na mikrotitrsko pli§とo z jamicami v 

 

obliki &ke V in zberejo s centrifugiranjem. Interferenca topnosti je opredelj ena kit kristali 

 

ali kapljice, ipa乞ene pod mikroskopom 45士 3 ure po tretiranju (pred barvanjem celic). 
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Superatanti se zaVr可o, preostale celice pa se enkrat sperejo s 100 t1 ledeno mrzlega 

 

fosfatnega pufra s solio (PBs), ki vsebuje 5 % telejega fetalnega seruma (pufer za 

 

barvanje). Po centrifugiranju se celice znova suspendirajo s 100 il pufra za barvanje in 

 

30 minut barvajo s 5 t1 (npr. 0,25 ig) s FITC ozna&nih protiteles a nti-CD86 ali mi可ih 

 

protiteles (izotipa) IgG1 pri 4 oc, pri &mer so za§とitene pred svetiobo. Uporabiti je treba 

 

protitelesa, opisana v protokolu U~SENSTM DB-ALM§ t. 183 (12) (za C D86: BD-

PharMingen #555657 klon: Fun-1, ali caltag/Iivitrogen # M1CD8601 klon: BU63; in za 

 

IgG1: BD-PharMingen #555748 ali caltag/Invitrogen # G14992). Na podlagi i zku§en 

 

razvijalcev preskusov je intenziteta fluorescence protiteles med razliとnimi serijami 

 

0biと可no konsistentna. Za poskus se lahko uporabijo tudi drugi kioni ali dobavitelji 

 

protiteles, ki so uspe§no prestali preverjanje reaktivnosti (glej odstavek 11). Vendar lahko 

 

uporabniki razmislijo o titraciji protiteles v pogojih lastnega laboratorija, da se opredeli 

 

回bola koncentracija za uporabo. Uporabijo se lahko tudi drugi sistemi zaznavanja, npr. 

 

s fluirokromom o znaとena protitelesa an ti-CD86, & je mogo& dokazati, da dajejo podobne 

 

rezultate kot s FITC konjugirana protitelesa, na primer s presku§a可 em snovi za preverjanje 

 

usposobljenosti iz Dodatka 2.2. Po dvakratnem spiranju s 100 iil pufra za barvanje in 

 

enkratnem spiranju s 100 t1 ledeno mrzlega PBS se celice znova suspendirajo v ledeno 

 

mrzlem PBS (npr. 125 t1 za vzorce, ki se analizirajo roとno po posameznih epruvetah, ali 

 

50 tl,と e se uporablja avtomatski vzor&valnik) in doda se raztopina PI (konとna 

 

koncentracija 3 .tg/ml). Uporabijo se lahko daigi o znaとevalci c itotoksiとnosti, kot je 7-

aminoactinomicin D (7-AAD) ali tripan modro,とe je mogoとe dokazati, da alternativna 

 

barvila dajejo podobne rezultate kot PI, na primer s presku§anem snovi za preverjanje 

 

usposobljenosti iz Dodatka 2.2. 

 

Analiza s pretoとno citometrijo 

 

19. Raven izra乞alja C D86 in viabilnost celic se analizirata s pretoとno citometrijo. celice se 

 

prikajo v toとkovnem diagramu velikosti (FSC) in granuliranosti (SSC) na logaritemski 

 

skali, da se jasno opredeli populacija pri prvih vratih Rl in izloとio drobci. Za vsako 

 

jaricO pri vratih Rl je cui pridobiti 10 000 celic. celice pri istih vratih Rl so prikazane v 

 

toとkovnem diagramu FL3 ali FL4/SSC. Viabilne celice se prik吃jo s postavitvijo drugih 

 

vrat R2, sと imer se izbere populacija celic, ki ne reagirajo na propidijev jodid (kanal FL3 

 

ali FL4). Viabilnost celic se lahko izraとuna z naslednj oe naとbo v citometrij sker analiznem 

 

programu. Kadar je viabilnost celic majhna, se lahko pridobi do 20 000 celic, vk1uとno z 

 

nirtvimi celicami. Alternativno se lahko iodatki zajemajo eno minuto DO zaとetku analize. 

 

X 100 

 

Number of living cells 

 

Total Number of aquired cells 

 

nato izmeri med temi viabilnimi celicami pri vratih R2 

 

povr§ini celic se analizira v toとkovnem diagramu FL1/SSC 
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v okviru vrat za viabilne celice (R2) 

 

Za jamice s kompletnim g可i§とem!IgG1 se analizni o znaとevlec nastavi blizu glavni 

 

populaciji, tako da imajo kontrole s kompletnim g可i§とem IgGi v ciljnem o bmo可u od 0,6 

 

do 0,9 %. 

 

Barvna interferenca je opredeijena kit sprememba toとkoVnega diagrama s FITC ozna&nih 

 

IgG1 (geo. sr.S 1 FL1 IgG1? 150 %). 

 

Stimulacij ski indeks (S')C D86 za kontrolne celice (netretirane ali v 0,4 % D1S0) in 

 

celice, tretirane s kemikalijo, se izra&ina v skiadu z naslednjo enaとbo: 

 

X 100 

 

% 0f c D86+treated ce lls-% 0f l gG1+treated cells 

 

% 0f c D86+ control cells-% of l gG1+ control cells 

 

S.L= 

 

% netretiranih kontrolnih celic IgG1+: de1e乞 FL1-pozitivnih celic IgGi, opredeijenih z 

 

analiznim ozna&valcem (sprejemijiv razpon ? 0,6 % in< 1,5 %, glej odstavek 22), med 

 

viabilnimi netretiranimi celicami. 

 

% kontrolnilijtretiranih celic IgG1/cD86: de1e乞 FL1-pozitivnih celic I gG1/cD86, 

 

izmerjen brez premikanja analiznega o znaとeva1ca med viabilnimi kontrolnimi/tretiranimi 

 

celicami. 

 

PODATKI IN POROCANIE 

 

Ocenjevanje podatkov 

 

20. Pri preskusu U~SENSTM se izra&inata naslednja parametra: vrednost CV 70, ti. 

 

koncentracija, pri kateri se poka乞e 70-odstotno pre乞ivete celic U937 (30-odstotn 

 

ci totoksiとnost), in vrednost EC 150, ti. koncentracija, pri kateri so preskusne kemikalije 

 

povzroとile stimulacijski indeks (S')C D86 150 %. 

 

CV 7o se izraとuna z log-linearno interpolacijo z naslednjo enaとbo: 

 

CV 70=cl+[(Vl一70）ノ（Vl一V2)*(C2一Cl)] 

 

pri &merje: 

 

Vi n可nija vrednost viabilnosti celic fad 70 %, 

 

V 2 n可vija vrednost viabilnosti celic pod 70 %, 

 

Clin C 2 sta koncentraciii. rri katerih se Dok吃e vrednost viabilnosti celic Vi ozirorna V 2. 
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% viabilnosti (srednja) 

 

v i ト Odmerek (kg/mL) 

 

Cl CV 7O C 2 

 

Za pridobitev CV 7o se lahko uporabijo tudi drugi pristopi, & se dok吃e, da to ne vpliva na 

 

rezultate (npr. s presku§anem snovi za preverjanje usposobijenosti). 

 

EC15o se i zraとua z log-linearno interpolacijo z naslednjo e naとbo: 

 

EC1S0=Cl +[(150一sIl）ノ（S12一sIl)*(C2一Cl)] 

 

pri cerner je: 

 

Cl n可vi萄a koncentracija v ig/ml sS ! DS6> 150 % (S' 1), 

 

C2 n可ni司a koncentracija v ig/m1 sS 1 D86? 150 % (S' 2). 

 

+ ’ ト0dmerek (vg/mL) 

 

Cl EC l5O C 2 

 

Vrednosti EC 1So in CV 7o se i zraとunat 

 

za vsako ponovitev: posamezne vrednosti EC1SO in CV 7o se uporabijo kit inodia za 

 

preiskavo uとinka odziva na koncentracij o za poveとne C D86 (glej odstavek 14); 

 

na podlagi povpreとnih viabilnosti se doloとi skupna CV 70 (12); 

 

BC 150 za preskusno 

 

na podlagi povpre亡nih vrednosti 51 C D86 se do1oとi 

 

kemikalijo, ki je s preskusom U~SENSTM napovedana kit POZITVNA (glej idstavek 21) 

 

(12). 

 

v najmanj§ tirih 

 

na drug dan), iz 

 

Napovedni model 

 

21. Za meritev i zraana CD86 se vsaka preskusna kemikalija preskusi 

 

koncentracijah in najmanj dveh neodvisnih ponovitvah (opravijenih 

 

katenih se izpelje ena sama napoved (NEGATI VNA ali POZITIVNA). 
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Posamezna skiepna ugotovitev ponovitve v preskusu U~SENSTM se obravnava kit 

 

negativna (v nadaljnjem besedilu: N),とe je S ! C D86 m n§i od 150 % pri vseh 

 

necititoksiとnih koncentracijah (viabilnost celic ? 70 %) inと e ni ugotovijena nibena 

 

interferenca (cititoksiとnost, topnost: glej odstavek 18; ali barva: glej odstavek 19 ne glede 

 

na to, pri katerih neci totksiとnih kincentracijah je interferenca zaznana). V vseh drugih 

 

primerih: & je sI C D86 veji id ali enak 150 % in/ali si ugitovljene interference, se 

 

posamezna sklepna ugotovitev pinovitve v preskusu U~SENSTM obravnava kit pizitivna 

 

(v nadaljnjem besedilu: P). 

 

Napived U~SENSTM se ibravnava kit NEGATIVNA, & sta vsaj dve neidvisni pinivitvi 

 

negativni (N) (slika 1).亡e sta ibe prvi pinivitvi negativni (N), se napived U-sENsTM 

 

ibravnava kit NEGATIVNA, tretje pinivitve pa ni treba izvesti. 

 

Napived U~SENSTM se obravnava kit POZITIVNA,とe sta vsaj dve neidvisni ponovitvi 

 

pizitivni (P) (slika 1).亡e sta ibe prvi pinivitvi pizitivni (P), se napoved U-sENsTM 

 

ibravnava kit POZITIVNA, tretje pinivitve pa ni treba izvesti. 

 

Ker se poskus za ugotavljanje odmerka ne izvede, ibstaja izjema, & je v prvi pinivitvi S 1 

 

C D86 Ve可 i id 150 % ali enak 150 % sari pri n可viji necititiksiとni kincentraciji. Za 

 

pinivitev se nati§ tje, da je NEOPRDELXA (NO), tako da je treba preskusiti didatne 

 

kincentracije (med naviji necititiksiとno kincentraciji in najni司i citotoksiとni 

 

kincentraciji - glej idstavek 20) v didatnih pinivitvah.亡e je pinivitev ipredeijena kit 

 

NO, je treba izvesti najmanj dve didatni pinivitvi in§e &trto pinivitev, 'e druga in tretja 

 

pinivitev nista skiadni (N in/ali P neidvisni) (slika 1). Nadaljnje pinivitve bidi 

 

ibravnavane kit pizitivne, tudi 'e je C D86 enak ali veji id 150 % sari pri eni 

 

necititoksiとni kincentraciji, ker je bila kincentracija prilagijena s peci丘とni preskusni 

 

kemikaliji.K inとna napived bi temeljila na veとinskem rezultatu treh ali§ tirih pisameznih 

 

iinivitev (ti. dveh id treh ali dveh id§ tirih) (slika 1). 

 

upirabljen pri preskusu U~SENSTM. Napived U~SENSTM je treba ibravnavati 

 

z dili亡bani idstavka 4 ter idstavkiv 7, 8 in 9 iz S plinega uvida. 
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$ 

 

NO & N & P 

 

NO & P& N 

 

'trto ponovitev 

 

NO & N & P & N 

 

NO & P& N & N 

 

l 

 

NEGATIVNA 

 

$ 

 

NO & N & P & P 

 

NO & P & N & P 

 

l 

 

POZITIVNA 

 

Prvi dve 

 

ponovitvI 

 

I 

 

NO & P 

 

NO & N 

 

N&P 

 

P&N 

 

l 

 

Treりoponovitev 

 

NO & N & N 

 

N & P& N 

 

P&N&N 

 

l 

 

NO&P&P $ 

 

N & P&P 

 

P&N&P 

 

l 

 

Pryl dve 

 

ponovitvi 

 

N&N 

 

中 

 

Tretja ponovitev 

 

ni potrebna 

 

たtrta ponovitev たtrta ponovitev 

 

ni potrehna 

 

I 

 

NEGATIVNA 

 

ni potrehna 

 

I 

 

p&p 

 

v 

 

Treりa ponovitev 

 

ni potrebna 

 

POZITIVNA NEGATIVNA POZITIVNA 

 

N: ponovitev, pri katen C D86 ni pozitiven ali interferenca ni ugotovlj ena; 

 

P: ponovitev, pri kateri je C D86 pozitiven in/ali so interference ugotovij ene; 

 

NO: neopredeljiva. Prva ponovitev brez dkonとne ugotovitve, kadar je C D86 pozitiven sari pri njviji 

 

ncittoksiとni koncentraciji; 

 

#: Posamezna neopredeijiva (NO) sklepna ugotovitev, pnpisana sari prvi ponovitvi, samodejno vidi di tega, da 

 

je treba izvesti tretjo ponovitev, da se dose乞e veとia pozitivnih (P) ali negativnih (N) sklepnih ugotovitev v vsaj 

 

dveh id treh neodvisnih ponovitev. 

 

$: Okenca prikazujejo ustrezne kombinacije rezultatov iz treh pinivitev na podlagi rezultatov, pridobljernh v 

 

prvih dveh ponovitvah, prikazanih v zgirnjem okencu. 

 

。: Okenca prikazujejo ustrezne kombinacije rezultatov iz§ tirih ponovitev na podlagi rezultatov, pridobljenih v 

 

nrvih treh nonovitvah.p rika7anih v zRorniem okencu. 

 

Merila za sprejemijivost 

 

22. Pri uporabi preskusa U~SENSTM morajo biti izpolnjena naslednja reniia za sprejemijivost 

 

(12). 

 

Po koncu 45士3 -urne izpostavijenosti mora biti srednja viabilnost tripieta netretiranih 

 

celic U937 > 90 %, v izr吃nu C D86 pa ni ugotovijen noben odmik. Bazalno izr吃ne 

 

CD86 pri netretiranih celicah U937 mora biti v o bmo可u?: 2 % inS 25 %. 
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Kadar se kit topili upirabi D1S0, se veljavnist kintrile z vehikiom D1S0 iceni z 

 

izra&inim S 1 D1S0 v primerjavi z netretiranimi celicami, srednja viabilnist tripleta celic 

 

pa je mirala biti > 90 %. Kintrila z vehiklim D1S0 je veljavna,とe je bila srednja 

 

vrednist S 1 D86 njenega tripleta ni司a id 250 % srednjega S 1 D86 tripleta netretiranih 

 

ce lic U937. 

 

Pinivitve se§ tjjo za veljavne,とe sta bili vsaj dve od treh vrednosti igGi netretiranih 

 

celic U937 v o bmo可uと 0,6 % in< 1,5 %. 

 

Soとas ni presku§ena negativna kontrila (mleとna kislina) se§ teje za veljavni,とe sta bila 

 

vsaj dva id treh ponovijenih vzorcev negativna (S! C D86< 150 %) in necititiksiとna 

 

(viabilnost celic ? 70 %). 

 

Pozitivna kontrola (TNBS) se§ t可e za veljavni,とe sta bila vsaj dva id treh pinivijenih 

 

vzircev pizitivna (S! C D86と 150 %) in necititiksiとna (viabilnist celicと 70 %). 

 

Poroとilo o preskusu 

 

23. V piroとili i preskusu se vkljuio pidatki, navedeni v nadaljevanju. 

 

Prsklsm kmikl加 

 

S niv iz ene sestavine: 

 

kemij ski identifikacij ski podatki, kot si ire pi IUPAC ali CAs,§ tevi1ka CAs, iznaka pi 

 

sistemu S 11LES ali identifikatir InCh', strukturna formula in/ali drugi identifikatirji; 

 

fiziとni videz, topnost v kimpletnem giji§とu, tipnist v D1S0, milekulska masa in 

 

didatne pimembne fizikalni-kemijske lastnisti,とe si na vilji; 

 

と istist, kemij ska identiteta neとistit, kit j e ustrezno in prakti亡ni izvedlj ivi, itd.; 

 

ibdelava pred presku§njem, & je ustrezni (npr. segrevanje, mietje); 

 

presku§ene kincentracije; 

 

pigiji shranjevanja in stabilnist,と e si na vilji; 

 

utemeljitev izbire topila/vehikla za vsaki preskusni kernikalリo 

 

S niv z veと sestavinami, uvCB in zmesi: 

 

と im obse乞nej§a ipredelitev lastnisti, na primer s kemijski identiteti (glej zgoraj), 

 

と ististjo, kvantitativnim pijavijanjem in ustreznimi fizikalni-kemijskimi lastnistmi (glej 

 

zgiraj) sestavin, と e so na vilji; 

 

fiziとni videz, topnost v kimpletnem giji§とu, tipnist v D1S0 in didatne pimembne 

 

fizikalni-kemijske lastnosti,とe si na vilji; 
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molekuiska masa ah navidezna molekuiska masa v primeru zmesl/pohmerov z znano 

 

sestavo ali drugi podatki, pomembni za izvedbo§ tudie; 

 

obdelava pred presk§anem,とe je ustrezno (npr. segrevanje, mietje); 

 

presku§ene koncentracije; 

 

pogoji shranjevanja in stabilnost, & so na viljo; 

 

utemeijitev izbire topila/vehikia za vsako preskusno kemikalijo. 

 

Koi'ztrole 

 

Pozitivna kontrola: 

 

kemijski identifikacijski podatki, kit so ire p0 IUPAC ali CAS ,§ tevilka CAS , oznaka po 

 

sistemu S 11LES ali identifikator InChi, strukturna formula in/ali drugi identifikatorji; 

 

fiziとni videz, topnost v D1S0, molekulska masa in dodatne pomembne fizikalno-

kemijske lastnosti,とe si na viljo inとe je ustrezno; 

 

とis tist, kemij ska identiteta neとistot, kit je ustrezno in praktiとno izvedlj ivo, itd.; 

 

obdelava pred presku§anem, & je ustrezno (npr. segrevanje, mietje); 

 

presku§ene koncentracije; 

 

pogoji shranjevanja in stabilnost, & si na viljo; 

 

sklicevanje na rezultate pizitivnih kontrol iz preteklih preskusov, ki kaejo ustrezna renIa 

 

za sprejemijivost ponovitev, & je to ustrezni. 

 

Negativna kontrola in kontrola s topilom/vehikiom: 

 

kemijski identifikacijski podatki, kit si ire pi IUPAC ali CAs,§ teVilka CAs, oznaka po 

 

sistemu S 11LES ali identifikator InCh!, strukturna formula in/ali drugi identifikatorji; 

 

とi stist, kemij ska identiteta neとistit, kit je ustrezno in praktiとno izvedlj ivo, itd.; 

 

fizi6ni videz, molekuiska masa in dodatne pomembne fizikalni-kemij ske lastnosti, & se 

 

uporabijo druga kontrolna topila/vehikli razen tistih, ki so navedeni v smernici za 

 

pre sku §anj e, in & si na viljo; 

 

pogoji shranjevanja in stabilnost, & si na viljo; 

 

utemeijitev izbire topila/vehikia za vsako preskusno kemikaijo. 

 

Prsklsn i pogoji: 

 

ire in naslov naroとnika. presku§evalnega laboratorija in vodje§ tudiie; 

 

480 

 



D060575102 

 

opis uporabljenega preskusa; 

 

uporabijena ce 1iとna linija, pogoji njenega hranjenja in vir (npr. laboratorij, ki jo je 

 

zagotovil); 

 

uporabijena pretoとna citometrija (npr. model), vklu亡no z nastavitvami instrumenta, 

 

protitelesi in uporabijenim ozna&valcem ci totoksiとnosti; 

 

postopek, uporabljen za dokazovanje usposobijenosti laboratorija v zvezi z izvedbo 

 

preskusa s presku§alliem snovi za preverjanje usposobijenosti, in postopek, uporabljen za 

 

prikaz ponovljivosti izvedbe preskusa v dalemとaso vnem obdobju, npr. podatki o 

 

kontrolah iz preteklih preskusov in/ali podatki iz preteklih preverjanj reaktivnosti. 

 

Meriたza sprげemクivost pres kusa. 

 

viabilnost cclie in vrednosti S 1 D86, pridobljene s kontrolo s topllom'vehiklom, v 

 

primerjavi z o bmo可i sprejemljivosti; 

 

viabilnost cclie in vrednosti S ', pridobijene s pozitivno kontrolo, v primerjavi z o bmo'5 

 

sprej cmli ivosti; 

 

viabilnost cclie vseh presku§enih koncentracij presku§ene kemikalije. 

 

Preskllsn i Postopek 

 

uporabij eno§ teVilo ponovitev; 

 

uporabij ene kone entracije preskusnih kemikalij, nana§ane in '5as izpostavlj enosti ('5e je 

 

druga'5en od prporo'5cnega); 

 

trajanje izpostavlj enosti; 

 

opis uporabijenih menii za ocenjevanje in odlo'5itcv; 

 

opis vseh pnilagoditev preskusnega postopka. 

 

Rezultati. 

 

preglednice s podatki, ki vklu'5ujejo vrednost CV 70 ('5e je ustrezno), vrednosti viabilnosti 

 

cclie in vrednosti EC 150 ('5e je ustrezno), pridobljcne za preskusno kemikalijo in pozitivno 

 

kontrolo v vsaki ponovitvi, ter indikacija ocene preskusne kemikalije glede na napovedni 

 

model; 

 

opis kakr§nih koui drugih pomembnih opa乞nj, '5e je ustrezno. 

 

Ra;praya o rezultatiん 

 

razprava o rezultatih, pridobijenih s preskusom U~SENSTM; 

 

obravnavanje rezultatov v okviru IATA, '5e so na viljo druge pomembne informacije. 
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Sk1pne ugotovitve 
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Dodatek 2.1 

 

0PREDELITVE PO.IMOV 

 

TOとnos t: stopnja ujemanja rezuitatov preskusa s sprejetimi refrenとnimi vrednostmi. Je 

 

meniuo uとi nkoVitosti preskusa in eden od vidikov ustreznosti.Ta izraz in izraz skiadnost se 

 

pogosto uporabijata kot sopomenki in pomenita dele乞 pravilnih rezultatov preskusa (14). 

 

Potek ne乞e 1enega izida (Adverse Outcome Pathway - AlP): zaporedje dogodkov od 

 

kemijske strukture ciljne kemikahje ali skupine podobnih kemikalij prek za6etnega dogodka 

 

na moiekulski ravni do preiskovanega rezultata in vivo (15). 

 

Koncentracij ski odziv C D86: obstaja odvisnost od koncentracije (ali odziv na 

 

koncentracijo), kadar pozitivni koncentraciji (S' C D86 ? 150) siedi koncentracija z 

 

nara§と可oとim S 1 C D86). 

 

Kemikalija: snov ali zmes. 

 

CV 70: ocenjena koncentracija, pri kateri je viabilnost celic 70-odstotna. 

 

Odmik: odmik je opredeljen tako: (i) popravijena vrednost %CD86+ netretiranega 

 

kontrolnega ponovljenega vzorca 3 je nija od 50 % srednje vrednosti popravljene vrednosti 

 

%CD86+ netretiranih kontrolnih ponovljenih vzorcev 1 in 2;ter (ii) popravljena vrednost 

 

%cD86+ negativnega kontrolnega ponovljenega vzorca 3 je nija od 50 % srednje vrednosti 

 

popravljene vrednosti %cD86+ negativnih kontrolnih ponovljenih vzorcev i in 2 

 

EC 150: ocenjene koncentracije, pri katerihje S 1 i zr吃nja C D86 150 %. 

 

Pretoとna citometrija:i tometriとna tehnika, pri kateri ceiice, suspendirane v tekoとini, vsaka 

 

posebej potujejo skozi ozek snop laserske svetlobe, ki se razpr§i v vzorcih, znaとilnih za 

 

celice in njihove komponente;ceiice se pogosto ozna&jo s fluorescentnimi oznaとevalci, tako 

 

da se svetloba najprej absorbira in nato oddaja pri spremenjenih frekvencah. 

 

Nevarnost: n eloとliva lastnost sredstva ali stanje, ki iahko ob izpostavljenosti temu sredstvu 

 

povzroとi n e乞elen uとinek na organizer, sister ali (pod)popuiacijo. 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment = celostni pristop k testiranju 

 

in ocenjevanju): strukturiran pristop, ki se uporablja za ugotavljanje nevarnosti (potencial), 

 

opnedeljevanje nevarnosti (moと) in!ali oceno varnosti (potencia1/oと in izpostavljenost) 

 

kemikalije ali skupine kemikaiij ter stnte§ko zajarne in oceni vse pomembne podatke, da se 

 

lahko sprejme reguiativna odioとitev v zvezi z monebitno nevarriostjo id ali tveganjem in/ali 

 

potrebo po nadaljnjem, ciljno usmerjenem in s tern minimalnem presku§anju. 

 

Zmes: zmes ali raztopina iz dveh ali veと snovi. 
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Snov iz ene sestavine: snov, ki jo opredeijuje njena kvantitativna sestava in v kateri je vsaj 

 

80 mas. % glavne sestavine. 

 

Snov z veと sestavinami: snov, ki jo opredeijuje njena kvantitativna sestava in v kateri je 

 

veと glavnih sestavin s koncentracijoと 10 mas. % in < 80 mas . %.S nov z veと sestavinami je 

 

rezultat proizvodnega postopka. Razlika med zmesjo in snovjo z veと sestavinami je v tern, 

 

da je zmes pridobijena z me§ njem dveh ali veと snovi brez kemiとne reakcije.Snov z veと 

 

sestavinami je rezultat kerniとne reakcije. 

 

Pozitivna kontrola: ponovijen vzorec, ki vsebuje vse sestavine preskusnega sistema in se 

 

tretira s snovjo, za katero je znano, da povzroとi pozitiven odziv.Za zagotovitev, da se lakko 

 

variabilnost odziva pozitivne kontrole oceni v da1j§emと asovem obdobju, pa stopnja 

 

pozitivnega odziva ne sme biti previsoka. 

 

Prehapteni: kemikalije, ki postanejo povzroとitelji preobとutliVosti ko乞e z abiotsko 

 

pretvorbo, npr. oksidacijo. 

 

Prohapteni:kemikalije, ki potrebujejo encimsko aktivacijo, da bi uresniとeVale potencial za 

 

povzro&tnj e preob&itljivosti ko乞e. 

 

Ustreznost: opis razrnerja med preskusorn in preiskovanim uとinkom ter njegovega pomena 

 

in uporabnosti za do1oとen namen. Pomeni stopnjo, do katere preskus pravilno izrneri ali 

 

napove preiskovani biolo§ki uとinek.Pri ustreznosti se upo§teVa mdi toとnost (skladnost) 

 

preskusa (14). 

 

Zanesijivost: stopnja obnovljivosti preskusa v ener ali veと laboratorijih v dalj§em 

 

'asovnem obdobju ob uporabi istega protokola.lceni se z izraとunom obnovljivosti v ener 

 

ali veと laboratorijih in interne laboratorijske ponovijivosti (14). 

 

Ponovitev: ponovitev zajema eno ali veと preskusnih kemikalij, presku§eriih so亡as no s 

 

kontrolo s topilom!vehiklom in pozitivno kontrolo. 

 

0bとut1ivost: dele乞 vseh pozitivnib!aktivnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno 

 

razvrstijo.Ie meniuo toとnosti za preskus, s katerim se pridobijo kategoniとni rezultati, in 

 

pomemben dej avnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (14). 

 

S!: stimulacij ski indeks.Relativne vrednosti geometrij ske srednj e vrednosti intenzitete 

 

fluorescence pri ceicah, tretiranih s kemikalijo, v primerjavi s ceicami, tretiranimi s 

 

topilom. 

 

Kontrola s topilom/vehildom: netretiran vzorec, ki vsebuje vse komponente preskusnega 

 

sistema razen preskusne kemikalije, vklju&ije pa topilo/vehikel, ki se uporabi. Uporablja se 

 

za doloとallie izhodi§とnega odziva za vzorce, tretirane s preskusno kernikalijo, raztoplj eno ali 

 

stabilno dispergirano v istem topilu/vehiklu.Pri presku§anu s soとasno kontrolo z goji§とem 

 

ta vzorec mdi vokae. ali tovilo/vehikel reagira s vreskusnim sistemom. 
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Specifiとnost: dele乞 vseh negativnih/neaktivnih kernikalij, ki se s preskusom pravilno 

 

razVrstり o.te menuo toとnosti za preskus, s katerim se pridobijo kategoriとni rezultati, in 

 

pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (14). 

 

Pufer za barvanje: fosfatni pufer s solio, ki vsebuje 5 % tele可ega fetalnega seruma. 

 

Snov: kemijski elementi in njihove spojine, ki so v naravnem stanju ai pridobijeni s katerim 

 

koui proizvodnim postopkom, vk1uとno z vsemi dodatki, potrebnimi za obranitev stabilnosti 

 

produkta, in kakr§nimi koti neとistotami, ki so nastale v uporabijenem postopku, vendar brez 

 

kakr§nega koui topila, ki ga je mo goとe loとiti, ne da bi to vplivalo na stabilnost snovi ali 

 

spremenilo njeno sestavo. 

 

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, presku§ena z uporabo tega preskusa. 

 

Globalno uskiajeni sister Zdru乞enih narodov za razvr§とa可e in o znaとeva可e kemikalij 

 

(G1S ZN): sister za razvr§亡anje kemikalij (snovi in zmesi) v skiadu s standardiziranimi 

 

vrstami in stopnjami丘 ziとnih, zdravstvenih in okoijskih nevarnosti ter za obravnavanje 

 

ustreznega o zna亡ev ania, na primer s piktogrami, opozorilnimi besedami, stavki o 

 

nevarnosti, previdnostnimi stavki in varnostnimi listi, da bi se raz§irile informacije o 

 

§kodlivih u亡inkih kemikalij ter s tern za§とitili ljudje (vkluとno z delodajalci, delavci, 

 

prevozniki, potro§niki in re§evalci) in okoije (16). 

 

UVCB:snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali 

 

biolo§ki materiali. 

 

Veli aven preskus: preskus, ki se obravnava kot dovolj ustrezen in zanesljiv za dolo'en 

 

namen ter temelji na znanstveno utemeljenih naとelih.Presks ni nikoli veljaven v 

 

absolutnem smislu, ampak sari v zvezi z opredeljenim namenom (14). 
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Dodatek 2.2 

 

SNOVI ZA PRVRiNJE USPOSOBLJENOSTI 

 

Pred redno uporabo preskusa, opisanega v tern dodatku k preskusni metodi B .71, morajo 

 

laboratoriji dokazati teliとno usposobijenost tako, da pravilno pridobijo napovedi U-

SENST1, priとakovane za 10 snovi, ki so priporoとene v preglednici 1, ter vrednosti C V7o in 

 

EC150, ki so za vsaj 8 od 10 snovi za preverjanje usposobijenosti v ustreznern refrenとnern 

 

obmo可u.S novi za preverjanje usposobijenosti so bile izbrane, ker predstavljajo celoten 

 

razpon odzivov pri nevarnostih v zvezi s poVzroとalliem preobとut1ivosti ko乞e. Druga merila 

 

za izbiro so bila razpo1o乞livost snovi na trgu, razpo1o乞livost visokokakovostnih refrenとnih 

 

podatkov in vivo in razpolo乞livost visokokakovostnih podatkov in vitro, pridobljenih s 

 

preskusom U-sENsTM. Za preskus U-sENsTM so na viljo tudi objavijeni refrenとni podatki 

 

(1)(8). 

 

Preglednica 1: Priporo&ne snovi za dokazovanje telni亡ne usposobljenosti za preskus U~SENSTM 

 

Snovi za 

 

preverj anj 

 

usposobij enosti 

 

Agrega 

 

St.CAS tno 

 

sta可e 

 

Napoved in 

 

vかil 

 

U- U-sENsTM U-sENsTM 

 

sENsTM 

 

CV 7O EC 150 

 

Topilo/ Refrenとn Refrenとn0 

 

vehikel o o bmo可e v 

 

0 bmo可e v p g/m12 

 

ig/m12 

 

4-fnilendiamn 

 

pikrilsulfonska kislina 

 

106-503 

 

trdna 

 

snov 

 

povzro亡itel 

 

preobとutliv st 

 

(mo&n) 

 

povzroとitel 

 

2508-19-2 tkoとna preibcutijivist 

 

dietil inaleat 

 

141-05 -9 

 

(mi&n) 

 

pivzriとitel 

 

tekoとmapreib&itljivisttki n 

 

i 

 

(zmeren) 

 

kompletno 

 

g可i§とe3 

 

: 30 

 

pozitivna 

 

(S 10) 

 

kompletno 

 

gij isce 

 

>50 

 

pizitivna 

 

(S 50) 

 

D1S0 

 

10-100 

 

pizitivna 

 

(S 20) 

 

rezorcinol 

 

108-463 

 

cimetov alkohol 

 

104-54q 

 

pizitivna 

 

(S 50) 

 

pizitivna 

 

(10-100) 

 

pizitivna 

 

(< 200) 

 

> 100 

 

> 100 

 

> 100 

 

kimpletni 

 

gij isce 

 

D1S0 

 

D1S0 

 

pivzriとitel 

 

preibとutlivi st 

 

i 

 

(zmeren) 

 

pivzriとitel 

 

preibとutlivi st 

 

(§ibek) 

 

pivzriとitel 

 

preibとutlivi st 

 

i 

 

(§ibek) 

 

面 
） 

面 
」 

 

仕 
引 

仕 
引 

 

4-lilanizol 

 

140-67-0 

 

tekoとina 
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negativna 

 

(>200) 

 

> 200 

 

D1S0 

 

n povzroca 

 

preobとut1iv st 

 

廿dna 

 

snov 

 

8 1-07-2 

 

sahadn 

 

negativna 

 

(>200) 

 

> 200 

 

kompletno 

 

gij isce 

 

n povzroca 

 

tkoとina preobとut1ivst 

 

56-81-5 

 

母icen! 

 

negativna 

 

(>200) 

 

> 200 

 

kompletno 

 

gij isce 

 

n povzroca 

 

tkoとina preobとut1ivst 

 

50-21-5 

 

m1eとna kislina 

 

negativna 

 

(>200) 

 

> 200 

 

Moとin vivo se izpelje s pomo可o 

 

2 niM L-glutaniina, 

 

D1S0 

 

n povzroca 

 

preobとut1ivi st 

 

trdna 

 

snov 

 

69-72ヲ 

 

salicilna kislina 

 

i 

 

Kratice:§ t.CAS = registrska § tevi1k S 1ube za izmcnj avo kemijskih izv1eとkv (CAS). 

 

Napoved nevamosti (in modi) in vivo temeiji na podatkih za preskus LLNA (1) (8). 

 

menii, id jih je predlagal ECETOC (17). 

 

2 Na podlagi ugotovijenih vrednosti iz preteklih preskusov (1) (8). 

 

Kompletno g可i§とe:g可i§とe R PMI-1640, dopoinjeno z 10 % te1e可ega fetalnega 

 

100 enotanii!ml penicilina iii 100 fig/mi streptoniicina (8). 
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Dodatek3 

 

PR0B(UTLJIV0ST K 0乞E IN VITRO: PRSKUS IL-8 LUC 

 

Z 亡ETNI PREUDARKI IN OMEJITVE 

 

1. V nasprotju s preskusi, s katerimi se analizira i zr吃ane ce liとnih povr§inskih o znaとeValceV, 

 

se s preskusom IL-8-Luc kvanti丘cir可o spremembe v i zra乞nu IL-8, ti. citokina, 

 

povezanega z aktivacijo dendritskih celic (DC). V reporterski ce liとni liniji IL-8, pridobijeni 

 

iz celic TIP-i (THP-G8, pridobijen iz ce 1iとne linije humane akutne monocitne levkemije 

 

TIP-i), se izraa e IL-8 meri po izpostavljenosti povzroとitelem preob&itljivosti (1). 

 

Izra乞anie luciferaze se nato uporabi v podporo raziikovanju med povzroとiteli 

 

preobとutlivosti ko乞e in snovmi, ki niso povzro&telji preobとutlivosti ko乞e. 

 

2. Preskus 'L-8 Luc je bil ocenjen v validacijski§ tudiji (2), ki so jo izvedli Japanese Centre 

 

for the Validation of Alternatives Methods (japonski center za validacijo alternativnih 

 

metod (JaCVAM), ministrstvo za gospodarstvo, trgovino in industrijo (MGTO) in 

 

Japanese S ociety for Alternatives to Animal Experiments (japonska dru乞ba za 

 

alternative poskusom na乞 ivalih) (JSAAE), nato pa§e z neodvisnim medsebojnim 

 

strokovnim pregledom (3) pod vodstvom JaCVAM ter ministrstva za zdravje, debo in 

 

blaginjo (MZDB) ob podpori International Cooperation on Alternative Test Methods 

 

(mednarodno sodelovanje pri alternativnih preskusnih metodah) ('CAT'). Ob upo§teva可u 

 

vseh razpolo乞ljivih dokazov ter prispevkov regulatorjev in dele乞nikov se preskus IL-8 Luc 

 

§ t可e za konisten v okviru IATA za razlikovanje med povzroとitelji preobとutlivosti ko乞e in 

 

snovmi, ki niso povzroとite1i preobとut1ivosti ko , zaradi razvrstitve glede na nevarnost in 

 

oznaとevanje. Primeni uporabe podatkov preskusa IL-8 Luc v povezavi z drugimi 

 

informacijami so navedeni v virih (4) (5) (6). 

 

3. Izkazabo se je, da se lahko preskus IL-8 Luc prenese v laboratorije, ki imajo izku§nje s 

 

tehnikami gojenja celiとnih kultur in meritvami luciferaze. Obnovijivost v ener in veと 

 

laboratorijih je bila 87,7-odstotna oziroma 87,5-odstotna (2). Podatki, pridobijeni z 

 

validacijsko§ tudijo (2), in druga objavljena dela (1) (6) k吃ejo, da je bibo v primerjavi z 

 

LLNA s preskusom IL-8 Luc 118 od 143 kemikalij ocenjenih kot pozitivnih ali negativnih, 

 

25 pa kot neopredeljivih, toとnost preskusa IL-8 Luc pri raziikovanju med povzroとiteli 

 

preobとutljivosti ko乞e (kategorija i po G1S ZN/uredbi CLP) in snovmi, ki niso 

 

povznoとitelji preobとutljivosti, pa je 86-odstotna (ii i/i 18), priと emer je obとutljivost 96-

odstotna (92/96) in specifiとnost 41-odstotna (9/22). z izkljuとitvijo snovi, ki ne spadajo na 

 

spodaj opisano podnoje uporabe (odstavek 5), ie bili s preskusom IL-8 Luc 113 od 136 

 

kemikalij ocenjenih kot pozitivnih ali negativnih, 23 pa kot neopredeljivih, toとnost 

 

preskusa IL-8 Luc pa je 89-odstotna (ill/i 13), priとe mer je ibとutljivost 96-odstotna 
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(92/96) in s peci丘とnost 53-odstotna (9/17). Z uporabo podatkov za ijudi, navedenih v 

 

Urbisch e t al. (7), je bili s preskusim 'L-8 Luc 76 id 90 kemikalij icenjenih kit 

 

pizitivnih ali negativnih, 14 pa kit neipredeijivih, toとnist pa je 80-idstitna (61/76), pri 

 

とemerje ibとutljivist 93-idstitna (54/58) in s peci丘とnist 39-idstitna (7/18). Z izkljuとitvio 

 

snovi, ki ne spadajo na pidrije upirabe, je bili s preskusom IL-8 Luc 71 id 84 kemikalij 

 

icenj enih kit pozitivnih ali negativnih, 13 pa kit neopredeij ivih, toとnist pa j e 86 -idstitna 

 

(61/71), pri &mer je ibとutlivist 93-odstitna (54/58) in s peci丘とnist 54-idstitna (7/13). 

 

Lano negativne napivedi pri preskusu IL-8 Luc se bidi bili verjetni pijavile pri 

 

kemikalijah z nizki di zmerni stopnji piVzroとana preibとut1ivisti ko加 

 

(ti. pidkategirija lB po 11S ZN/uredbi CLP) kit pri kemikalijah z visiki stopnji 

 

poVzri亡ana preobとutljivosti ki乞e (ti. pidkategirija lA pi G1S ZN/uredbi CLP) (6). Vse 

 

te infirmacije skupaj pidpirajo vligi preskusa IL-8 Luc pri ipredelitvi nevarnisti za 

 

povzroとane preobとutljivisti ko乞e.T iとnost, navedena za preskus IL-8 Luc kit samistijen 

 

preskus, je zgilj okvirna, saj ga je treba obravnavati skupaj z drugimi viri infirmacij v 

 

ikviru IATA ter v skiadu z diliとbai odstavkiv 7 in 8 iz S pli§nega uvoda. Pileg tega je 

 

treba pri icenjevanju preskusiv za preobとutljivist ki乞e, ki se ne izvajaji na乞i valih, 

 

upi§tevti, da preskus LLNA ter druga testiranja na乞 ivalih ne idraji v celiti razmer pri 

 

とliVeku. 

 

4. Na podlagi trenutni razpili乞ljivih pidatkov se je pikazali, da se preskus 'L-8 Luc lahki 

 

upirablja za preskusne kemikalije, ki zajemaji razi亡ne irganske funkciinalne skupine, 

 

mehanizme reakcije, stipnjo pivzriとanja preibとutljivosti ki乞e (kit je diliとena v§ tdiah 

 

in vivo) ter丘 zikalni-kemi ske lastnisti (2) (6). 

 

5.亡 eprav se pri preskusu 'L-8 Luc kit tipili uporablja X~VlVoTM 15, si bile z njim pravilno 

 

icenj ene kemikalije z vrednistjo Lig K ~w> 3,5 in kemikalije s topnistji v vidi pribli乞ni 

 

100 ig/ml, kit je bila izra6unana z EP' s uite］、4, njegiva uspe§nost zaznavanja 

 

pivzriとiteljev preibとut1jivisti s slabi topnistji v vidi pa je bilja kit pri preskusu IL-8 

 

lahki 

 

la乞ni 

 

Luc, pri katerem se kit tipili uporabi dimetil sulfiksid (D1S0) (2). Vendar pa 

 

vni rezultati za preskusne kemikalije, ki nisi tipne pri 20 mg/mi, pivzriとiji 

 

vne rezuitate, ker niso tipne v X-VW0］、4 15. Zati se negativni rezultati za te 

 

negati 

 

negati 

 

kemikalije ne smeji upi§tevati. V validacijski§ tudiji je bila ugitivijena visika la乞ni 

 

negativna stipnja za anhidride. Pileg tega se lahko zaradi imejene presnivne zmigljivisti 

 

celiとne linije (8) in piskusnih pigijev pri prihaptenih (ti. snoveh, ki pitrebujejo 

 

presnovni aktivaciji) in prehaptenih (ti. sniveh, aktiviranih z iksidaciji z zrakim) v 

 

preskusu pijaviji negativni rezultati.亡 eprav je treba negativne rezultate za dimnevne 

 

pre/prihaptene razlagati previdni, pa je bili s preskusim IL-8 Luc pravilni icenjenih 11 

 

id 11 prehaptenov, 6/6 prohapteniv ter 6/8 pre/prohapteniv v pidatkivnem nizu preskusa 

 

IL-8 Luc (2). Na podlagi nedavnega o bse乞nega pregleda treh preskusiv, ki se ne izvajajo 

 

na乞 ivalih (DPRA.K eratiniSensTM in h-CLAT'), za odkrivanje prehapteniv in prihaptenov 
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(9) ter na podlagi dejstva, da so celice TH P-G8, uporabijene v preskusu IL-8 Luc, celiとna 

 

linija, pridobijena iz celic TIP-i, ki se uporabijajo v preskusu h-CLAT, lahko preskus IL-

8 Luc tudi prispeva k poVeとanuo bとutlivosti preskusov, ki se ne izvajajo na乞 iVa1ih, za 

 

odkrivanje prehaptenov in prohaptenov v povezavi z drugimi preskusi. Do zdaj presku§ene 

 

povr§insko aktivne snovi so dale (la乞no) pozitivne rezultate ne glede na svojo vrsto (npr. 

 

kationske, anionske ali neionske). Nazadnje, kemikalije, ki motijo luciferazo, lahko motijo 

 

ni eno aktivnost/meritev in povzro' ooとi tno zaviranj e ali poveとano luminiscenco (il). 

 

Poroとa1o se je na primer o tern, da koncentracije fitoestrogena, vi萄e od i iiI, motijo 

 

1urniniscenとne signale v drugih preskusih na luciferaznem poroとevalskem genu zaradi 

 

prevelike aktivacije luciferaznega poro亡evalskega gena. Zato je treba izra乞ne luciferaze, 

 

pridobij eno pri visokih koncentracijah丘 toestrogenoV ali spojin, ki domnevno povzro&tjo 

 

丘toestrogenu podobno aktivacij o luciferaznega poroとevalskega gena, pazljivo preuとiti 

 

(ii). Glede na navedeno so poVr§insko aktivne snovi, anhidridi in kernikalije, ki motijo 

 

luciferazo, izkluとene s podro可a uporabe tega preskusa. Kadar obstajajo dokazi, da 

 

preskusa IL-8 Luc ni mogoとe uporabiti za druge specifiとne kategorije preskusnih 

 

kemikalii, se ta preskus zanje ne sme uporabiti. 

 

6. Kot je navedeno zgoraj, preskus 'L-8 Luc podpira razlikovanje med povzroとiteli 

 

povzroとitelji preobとutljivosti ko乞e. Potrebno je 

 

podatkih za ljudi, da bi se doloとilo, kaki bi lahko 

 

preob6utlivosti ko乞e in snovmi, ki niso 

 

oceni stopnj e povzroとalli a preobとutljivosti, kadar 

 

nadaljnje deli, ki po mo乞nosti temelji na 

 

rezultati preskusa IL-8 Luc prispevali k 

 

se obravnavajo v povezavi z drugimi viri informacij. 

 

7. Opredelitve pij miv so navedene v Dodatku 3.1. 

 

NACELO PRESKUSA 

 

8. Pri preskusu IL-8 Luc se uporabi celiとna linija humane monocitne levkemije, tj. TIP-i, ki 

 

je bila pridoblj ena iz celiとne banke American Type Culture Collection (Manassas, 

 

Virginija, ZDA). Z uporabo te celiとne linije je oddelek za dermatologijo na fakulteti za 

 

medicino v Tohokuju izdelal TIP-G8 reportersko celiとno linijo IL-8 na podlagi TIP-i, ki 

 

vkluとue luciferazna gena za S L0 (stable luciferase orange) in S LR (stable luciferase red) 

 

pod kontrolo promotorjev 'L-8 oziroma gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaze (GAPDI) 

 

(1). To omo goとa kvantitativno merjenje indukcije luciferaznega gena z zaznavanjem 

 

luminiscence, pri 6e mer se kot kazalnik aktivnosti IL-8 in GAPDI v celicah po 

 

izpostavlj enosti kemikalij am, ki povzroとi o preobとutljivost, uporabijo dobro vzpostavlj eni 

 

luciferazni substrati. ki oddaiaio svetlobo. 

 

9.Sis tem preskusa z dvema barvarna vkluとue luciferazo, ki oddaja o ran乞no svetlobo (sLO; 

 

入 maks. = 580 nr) (12), za i zr吃anje gena promotorja IL-8 in luciferazo, ki oddaja rdeとo 
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svetiobo (SLR;入 maks. = 630 nr) (13), za izr吃ane gena notranjega kontrolnega 

 

promotorja GAPDI. Luciferazi oddajata raz1iとno barvo po reakciji z d-luciferinom 

 

kresniとke, njuna luminiscenca pa se izmeri soとas no v enostopenj ski reakciji z delitvijo 

 

oddajanja iz zmesi za preskus z uporabo o ptiとnega filtra (14) (Dodatek 3.2). 

 

10.Ce lice TH P-G8 se 16 ur tretirajo s preskusno kemikalijo, nakar se izmerita aktivnost 

 

luciferaze S L0 (sLO-LA), ki i zr吃a aktivnost promotorja IL-8, in aktivnost luciferaze S LR 

 

(SLR-LA), ki i zra乞a aktivnost promotorja GAPDI. Zaradi la司ega razumevanja kratic sta 

 

sLO-LA in S LR-LA o znaとeni kit IL8LA oziroma GAPLA. Preglednica i vsebuje opis 

 

izrazov, povezanih z aktivnostjo luciferaze v preskusu IL-8 Luc. Izmerjene vrednosti se 

 

uporabijo za i zraとun nirmalizirane IL8LA (nIL8LA), ki je razmerje med IL8LA in 

 

GAPLA; indukcije nIL8L (Ind-IL8LA), ki je razmerje med aritmetiとnimi sredinami 

 

§ tirikratnika izmerjenih vrednosti nIL8LA celic TH P-G8, tretiranih s preskusno kemikalijo, 

 

in vrednostmi nI L8LA netretiranih celic TH P-G8; in inhibicije GAPLA (Inh-GAPLA), ki 

 

je razmerje med aritmetiとnimi sredinami§ tirikratnika izmerjenih vrednosti GAPLA cclie 

 

TH P-G8, tretiranih s preskusni kemikaliji, in vrednostmi GAPLA netretiranih celic TIP-

G8. ter uDirabiil kit kazalnik za ci titiksiとnost. 

 

Preglednica 1: Opis izraziv, pivezanih z aktivnistji luciferaze v preskusu 'L-8 Luc 

 

Kratice Opredelitev 

 

GAPLA Aktivnist luciferaze S LR, ki izr吃a aktivnist promotorja GAPDI 

 

IL8L Aktivnist luciferaze sLO, ki izraa aktivnist promotorja IL-8 

 

nIL8L IL8L!GAPL 

 

Ind-IL8LA nIL8L celicTH P-G8, tretiranih s kernikaliami/nIL8L netretiranih 

 

celic 

 

Inh-GAPLA GAPLA celicTH P-G8, tretiranih s kernikalijarni/GAPLA netretiranih 

 

cclie 

 

CVO S Naini乞ia kincentracija kemikalije, pri kateri Inh-GAPLA postane< 0,05 

 

11. Na viljo si standardi izvajanja (15), da se o la§a validacija prilagijenih luciferaznih 

 

preskusov z IL-8 in vitro, ki si podobni preskusu IL-8 Luc, in omogoとi praviとasna 

 

sprememba S rnerice OECD za presku§anie 442E za njihovo vkljuとitev. Medsebijno 

 

priznavanje pidatkov OECD bi zagotivijeni le za preskuse, validirane v skladu s 

 

standardi izvajanja,とe je te preskuse pregledala OECD in jih vkljuとila v Sme rico za 

 

presku§anje 442E (16). 

 

D0IくAZ0VAN1E USPOSOBLIENOSTI 

 

12. Pred redni uporabo preskusa, opisanega v tern didatku k preskusni metodi B .71, rorajo 

 

laboratoriji dokazati tehniとno usposibijenost, taki da v skiadu z dobrimi praksami metode 
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in vitro (17) uporabijo 10 snovi za preverjanje usposobijenosti, navedenih v Dodatku 3.3. 

 

Poleg tega morajo uporabniki preskusov vzdrevati zbirko preteklih podatkov, pridobijenih 

 

s preverjanji reaktivnosti (glej odstavek 15) ter pozitivnimi kontrolami in kontrolami s 

 

topilom/ehiklom (glej odstavke od 21 do 24), ter te podatke uporabiti za potrditev, da se v 

 

njihovem laboratoriju v zdrue obnovijivost preskusa skoziとas . 

 

POSTOPEK 

 

13. Na viljo je standardni delovni postopek za preskus IL-8 Luc, ki ga je treba uporabiti pri 

 

izvaj anju preskusa (18). Laboratorij i, ki乞e 1ij o izvesti preskus, lahko rekimbinantno 

 

celiとno linijoTH P-G8 pridobijo od drube GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japonska, とe 

 

podpi§jo sporazum o prenosu materiala v skiadu s pogoji iz predloge OECD. V naslednjih 

 

odstavkih so opisani glavne sestavine in postopki preskusa. 

 

Priprava celic 

 

14. Za izvedbo preskusa IL-8 Luc je treba uporabiti ce1i亡no linijoTH P-18 dru乞be GPC Lab. 

 

Co. Ltd., Tottori, Japonska (glej odstavka 8 in 13). Celice se pi prejemu namnoijo (id 2 

 

do 4 pasa乞e) in shranijo zamrznjene kit homogena zaloga. Celice iz te zaloge se lahko 

 

na mno乞u可o do n可Veと 12 pas吃 ali njVeと 6 tednov. Gji§とe, ki se uporabija za 

 

na mno乞eVanje, je goji§とe RPMI-1640, ki vsebuje 10 % fetusnega seruma goveda (FBS), 

 

antibiotiとno/antimikotiとni raztopino (100 U/ml penicilina G, 100 ig/ml streptomicina in 

 

0,25 .tg/ml amfotericina B in 0,85 %丘 ziolo§ke raztopine) (npr. GIBCO Ca t#15240-062), 

 

0,15 iig/ml D uromicina (nDr. CAS:58-58-2〕 in 300 ug /m1 G418 (nDr.CAS :108321-42-2). 

 

15. Preden se celice uporabijo za preskus, jih je treba kvalificirati s preverjanjem reaktivnosti. 

 

To preverjanje je treba opraviti id 1 do 2 tedna ali id 2 di 4 pasa乞e po idtajanju z uporabo 

 

pozitivne kintrile, ti. 4-nitribenzil brimida (4-NBB) (CAS:100-11-8, ? 99-dstotn 

 

とis tost), in negativne kontrole, ti. m1eとne kisline (LA) (CAS:50-21-5, ? 85-idstitna 

 

とis tost). 4-NBB bi moral pivzroとiti pizitiven idziv na Ind-IL8LA (と 1,4), medtem ko bi 

 

morala LA piVzroとiti negativen idziv na nd-IL8LA (' 1,4). Za preskus se uporabijo sari 

 

celice, ki si uspe§ni prestale preverjanje reaktivnosti. Preverjanje reaktivnosti je treba 

 

izvesti v skladu s DostoDki. oDisanimi v odstavkih id 22 do 24. 

 

16. Za presku§ane se celice TH P-G8 nasadijo z gostoto od 2 do 5 x i 05 ceic/mi in predhodno 

 

gojijo v stekleniとkah za gojenje celiとnih kultur id 48 do 96 ur. Na dan preskusa se celice 

 

odvzamejo iz s tekleniとke za gojenje celiとnih kultur in sperejo z RPMI-1640, ki vsebuje 

 

10 % FBS brez kakr§nih kili antibiotikov, nato pa se ponovno suspendirajo v RPMI-1640, 

 

ki vsebuje 10 % FBs brez kakr§nih koli antibiotikov, z gostoti 1 x 106 celic/ml. Celice se 

 

nato nanesejo naと rno 96-amiとno plo§とi z ravnim dnom (npr. Costar Ct#3603) po 50 iil 

 

(5 x1 0 4 celic/jamico) 
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Priprava preskusne kemikalije in kontrolnih snovi 

 

17. Preskusna kemikalija in kontrolne snovi se pripravijo na dan preskusa. Za preskus IL-8 

 

Luc se preskusne kemikalije raztopijo v X~VIVoTM 15, ti. g可i§とu brez seruma, ki je na 

 

viljo na trgu (Lonza, 04-418Q), do konとne koncentracije 20 mg/ml. X~VIVoTM 15 se doda 

 

20 mg preskusne kemikalije (ne glede na topnost kemikalije) v mikrocentrifugirki do 

 

koliとine 1 mi ter nato 30 minut e nergiとnome§ a in stresa na rotorju pri najVe可i hitrosti 

 

8 vrt/min pri sobni temperaturi pribli乞no 20。c .亡e se trdne kemikalije§e vedno ne 

 

raztopijo, se epruveta ultrazvoとno obdela, dokler ni kemikalija popolnoma raztopljena ali 

 

stabilno dispergirana. Pri preskusnih kemikalijah, ki so topne v X~VIV0TM 15, se raztopina 

 

razred& s faktorjem 5 z X-VIV0lM 15 in uporabi kit osnovna raztopina preskusne 

 

kemikalije z X~VIVoTM 15 (4 mg/mi). Pri preskusnih kemikalijah, ki niso topne v X-

V 1V0T1 15, se zmes znova ritira najmanj 30 minut in nato 5 min centrifugira pri 

 

15 000 vrt/min (に 20 000 g); nastali supernatant se uporabi kit osnovna raztopina 

 

preskusne kemikalije z X-VIV0lM 15.亡 e se uporabijo druga topila, kit so D1s0, vida 

 

ali goji§とe, je treba njihovo uporabo znanstveno utemeljiti. Podroben postopek za 

 

raztopitev kemikaij je opisan v Dodatku 3.5. Raztopine z X-VW0lM 15, opisane v 

 

odstavkih id 18 do 23, se zme§jo v razmerju 1 : 1 (v/v) s suspenzijami celic, 

 

vrivravijenimi naと rni 96-iaiとni Dlo§とi z ravnim dnom (glei odstavek 16). 

 

18. Prva pinivitev preskusa je namenj ena doloとitvi citotoksiとne koncentracije in preuとitvi 

 

potenciala kemikalij za povzroとanje preobとutijivosti ko乞e. Z uporabo X~VIVoTM 15 se 

 

osnovne raztopine preskusne kemikaiije z X-VW0lM 15 zaporedoma razredio s 

 

faktorjem redとenja 2 (giej Dodatek 3.5), za kar se uporabi 96-amiとni preskusni blok (npr. 

 

costar cat#Ew-01729-03). Nati se 50 i1/aico razredとene raztopine doda 50 iil 

 

suspenzije ceiic naと rni 96-j aiとni plo§とi z ravnim dnom. Pri preskusnih kemikalijah, ki so 

 

topne v X-VIV0 TM 15, konとne koncentracije preskusnih kemikalij torej segajo od 0,002 

 

do 2 mg/ml (Dodatek 3.5). Pri preskusnih kemikaiijah, ki niso topne v X-VIV0 TM 15 pri 

 

20 mg/rl, se doloio sari faktorji redとena, ki segao od 2 do 210, と eprav dejanske 

 

kon6ne koncentracije preskusnih kemikalij ostanejo negotove in so odvisne od nasiとene 

 

koncentraciie Dreskusnih kemikaiii v osnovni raztopini z X~VIV0 TM l5, 

 

19. v naslednjih ponovitvah preskusa (ti. drugi, tretji in 'etrti ponovitvi) se osnovna raztopina 

 

z x-vIvo］、4 15 pripravi pri koncentraciji, ki je 4-krat vija od koncentracije viabilnosti 

 

celic 05 (cV05; njnija koncentracija, pri kateri Inh-GAPLA postane< 0,05) v prvem 

 

poskusu. ce se Inh-GAPLA ne zni乞a pod 0,05 pri njviji koncentraciji v prvi ponovitvi, se 

 

osnovna raztopina z X~ViV0TM 15 pripravi pri niviji koncentraciji prve ponovitve. 

 

Koncentracija cvos se i zraとuna z deiitvijo koncentracije osnovne razt opine v prvi 

 

ponovitvi s faktorjem redとena za cvos (X) (faktor redとenja cvos (X); faktor redとenja, 

 

potreben za razredとenje osnovne raztopine na CVO 5) (glej Dodatek 3.5). Za preskusne 

 

snovi. ki niso toDne v X-VIVO rri 20 ma/mi. se cvos doloとi s koncentraciio osnovne 
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raztipine x 1/X. Pri ponovitvah od 2 do 4 se druga osnovna raztopina pripravi kit 

 

4 x CV S0 (Dodatek 3.5). 

 

20. Zaporedne razredとitVe drugih osnovnih raztipin z X-VIVO1TM 15 se pripraviji s faktorjem 

 

redとena 1,5, priとeme r se upirabi 96-amiとni preskusni blik. Nati se 50 i1/amici 

 

razredとene raztipine dida 50 tl suspenzije cclie v jamicah naと rni 96-amiとni pli§とi z 

 

ravnim dnim. Vsaki kincentraciji vsake preskusne kemikalije je treba preskusiti v 

 

4 jamicah. Vzirei se nati zme§aji na stresalniku za pii§とe in 16 ur inkubiraji pri 37。 C in 

 

5 %CO 2, nakar se izmeri luciferazna aktivnist, kit je ipisani spidaj. 

 

21. Kintrila s tipilim je me§anica 50 gi/jamici X-VW0］、4 15 in 50 .tl/jamici suspenzije 

 

cele v R PMI-1640. ki vsebuje 10 % FBS. 

 

22. Pripori&na pozitivna kintrola je 4-NBB. 20 mg 4-NBB se pripravi v 1,5-mililitrski 

 

mikrocentrifugirki, v kateri se dida X~VIV0TM 15 do i mi. Epmveta se najmanj 30 minut 

 

e nergiとni me§ a in stresa na ritirju pri n可ve可i hitrosti 8 vrt/min. Pi 5-minutnem 

 

centrifugiranju pri 20 000 g se supernatant razredとi s faktirjem 4 z X~VIVoTM 15, 500 tl 

 

razredとenega supernatanta pa se prenese v j amici na 96-am i6nem preskusnem bliku. 

 

Razredとeni supernatant se nadaije razredとi z X-VWo］、4 15s faktirj erna 2 in 4, 50 tl 

 

raztipine pa se dida 50 tl suspenzije cclie TH P-18 v jamicah na &ni 96-jamiとni pio§とi z 

 

ravnim dnim (Didatek 3.6). Vsako kincentraciji pizitivne kintrile je treba preskusiti v 

 

4 jamicah. Pli§とa se stresa na stresalniku za pli§とe in 16 ur inkubira v C 02-irikubatorju 

 

(37。C , 5 %CO 2), nakar se izmeri luciferazna aktivnist, kit je ipisani v idstavku 29. 

 

23. Pripori&na negativna kintrila je L. 20 mg LA se pripravi v i,5-mililitrski 

 

mikrocentrifugirki, v kateri se doda X~V1V0TM 15 do 1 ml (20 mg/mi). Raztipina z L s 

 

kincentraciji 20 mg/ml se razredとi s faktirjem 5 z X~VIVoTM 15 (4 mg/rl); 500 .tl te 

 

raztipine z LA s koncentraciji 4 mg/ml se prenese na 96-jamiとni preskusni blik. Ta 

 

raztipina se razredとi s faktirjern 2 z X~VIVoTM 15 in nati znova s faktirjem 2, da se 

 

dibita raztipini 2 mg/ml in i mg/ml. 50 tl teh treh raztipin in kintrila z vehiklim (X-
V'VITi 15) se doda 50 t1 suspenzije cclie TH P-G8 v jamicah na &ni 96-aiとni pli§とi z 

 

ravnim dnim. Vsako koncentraciji negativne kintrile je treba preskusiti v 4 jamicah. 

 

Pli§とa se stresa na stresalniku za p1i§とe in 16 ur inkubira v C02-ikubatirju (37 oc, 

 

5 % Ci). nakar se izrneri luciferazna aktivnist. kit je ipisano v idstavku 29. 

 

24. Upirabijo se lahki tudi druge primerne pozitivne ali negativne kontrile,と e so na vilji 

 

pidatki iz preteklih preskusiv za izpelj avi primerlj ivih meril za sprej emijivist pinivitev. 

 

25. Paziti j e treba, da hiapne preskusne kernikalij e ne izhlapij i in da ne pride di navzkri乞ne 

 

kintaminacij e red j amicami s preskusnimi kemikalij ami, npr. z zatesnitvij i plo§とe pred 

 

inkubaciji s preskusnimi kemikalijami. 
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26. Za preskusne kemikalije in kontrolo s topilom so potrebne od 2 do 4 ponovitve, da se 

 

izpelje pozitivna ali negativna napoved (glej preglednico 2). Vsaka ponovitev se izvede na 

 

drug dan s s ve乞o osnovno raztopino preskusnih kemikalij z X-VIVo］、4 15 in neodvisno 

 

odvzetimi celicami. Celice lahko sicer izhajajo iz iste pasa乞e. 

 

Meritve luciferazne aktivnosti 

 

27. Luminiscenca se meri z luminometrom za mikrotitrske 96-amiとne plo§とe, opremijenim z 

 

optiとnimi filtri, npr. Phelios (ATTO, Tokio, Japonska), Tristan 941 (Berthold, Bad 

 

Wildbad, Nemia) in senja ARVO (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, ZDA). 

 

Luminometer mora biti umerjen za vsak preskus, da se zagotovi obnovijivost (19). Za to 

 

umerjanje so na voijo rekombinantne luciferaze, ki oddajajo o ran乞no in rdeとo svetlobo. 

 

28. 100 tl predhodno segretega luciferaznega reagenta Tripluc⑧ (Tripluc) se prenese v vsako 

 

jaricO na p1o§とi, ki vsebuje suspenzijo celic, tretirano s kemikalijo ali brez kemikalije. 

 

Plo§とa se stresa 10 minut pri sobni temperaturi pnibli乞no 20。C . Plo§とa se vstavi v 

 

luminometer, da se izmeni luciferazna aktivnost. Bioluminiscenca se meri po 3 sekunde v 

 

odsotnosti (FO) in prisotnosti (Fl) optiとnega filtra.亡 e se uporabijo drugaとne nastavitve, 

 

n ir.gle de na uvorablieni model luminometra, uih ie treba utemeliiti. 

 

29. Parametri za vsako koncentracijo se izraとunao iz izmerjenih vrednosti, npr. IL8LA, 

 

GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, srednji士S D I L8LA, srednji士S D GAPLA, 

 

srednji士S D nIL8LA, srednji士S D Id-IL8LA, srednji士S D Inh-GAPLA in 95-odstotni 

 

interval zaupanja za Ind-IL8LA. Opredelitve parametrov, uporabljenih v ter odstavku, so 

 

navedene v dodatkih I ozinoma IV. 

 

30. Pred meritvijo se obiano dose乞e barvno razlikovanje v veと barvnih poro&valskih 

 

poskusih z uporabo detektorjev (luminometer in 6i talec plo§とe), opremljenih z o ptiとnimi 

 

filtri, kot so ozko pasovno omejeni (dolgovalovni ali kratkovalovni prepustni) filtri ali 

 

pasovnoprepustni filtri. V skladu z Dodatkom 3.2 je treba koeficiente prepustnosti filtrov 

 

umeriti za vsako signalno barvo bioluminiscence. 

 

PODATKI IN P0R0CANJE 

 

Ocenjevanje podatkov 

 

31. V skiadu z meniui za pozitivno/negativno o d1oとitev je treba v vsaki ponovitvi: 

 

napoved preskusa IL-8 Luc oceniti kot pozitivno,と e ira preskusna kemikalija Ind-IL8LA 

 

と 1,4 mie spodnja reja 95-odstotnega intervala zaupanja Ind-IL8LA と 1,0; 

 

napoved preskusa 'L-8 Luc oceniti kot negativno,とe ira preskusna kemikalija Ind-IL8LA 

 

<1,4 in/ali je spodnja reja 95-odstotnega intervala zaupanja Ind-IL8LA < 1,0. 
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Napovedni model 

 

kemikalije, ki dajo pri prvi, drugi, tretji aliとe trti ponovitvi dva pozitivna 

 

se opredelijo kit pozitivne, medtem ko se preskusne kemikalije, ki dajo pri prvi, 

 

32. Preskusne 

 

rezultata, 

 

drugi, tretji aliとe trti ponovitvi tri negativne rezultate, opredelijo kot donmevno negativne 

 

(preglednica 2). Med domnevno negativnimi kemikalijami se kemikalije, ki se raztopijo pri 

 

se ne 

 

20 mg/ml X~V0V0mI 15, ocenijo kit negativne, medtem ko se kemikalije, ki 

 

raztopij o pri 20 mg/ml X~V0V0TM 15, nesm可 o upo§teVati (slika 1) 

 

Preglednica 2: Merila za opredelitev pozitivnih in doninevno negativnih kemikalij 

 

1. ponovitev 2. ponovitev 3. ponovitev 4. ponovitev Ko nとna napoved 

 

pozitivna pozitivna - - pozitivna 

 

negativna pozitivna - pozitivna 

 

negativna pozitivna pozitivna 

 

negativna domnevno negativna 

 

negativna pozitivna pozitivna - pozitivna 

 

negativna pozitivna pozitivna 

 

negativna domnevno negativna 

 

negativna pozitivna pozitivna pozitivna 

 

negativna donmevno negativna 

 

ne ga tivna - donmevno negtivna 

 

Topne pri 20 mg/rnl・ーーー Negativne 

 

Sene smejo 

 

upo§tevati 

 

Neto pne pri 20 rngIIIrnl 

 

Slka 1: Napovedri model za knとno ocen0 

 

Pozitivne 

 

Do rnnevno 

 

negativne 

 

Kernikabje 

 

Merila za sprejemijivost 

 

33. Pri uporabi preskusa IL-8 Luc morajo biti izpolnjena naslednja renia za sprejemijivost. 
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Ind-IL8LA mora biti ve可i od 5,0 pri vsaj eni koncentraciji pozitivne kontrole, ti. 4-NBB, 

 

in to v vsaki ponovitvi. 

 

nd-IL8LA mora biti m n§i od 1,4 pri kateri kou koncentraciji negativie kontrole, ti. 

 

mleとne kisline, in to v vsaki ponovitvi. 

 

Podatke s plo§と, za katere je GAPLA kontrolnih jamic s celicami in Triplucom, vendar 

 

brez kemikalij, mali§i od 5-kratnika GAPLA jamice, ki vsebuje samo preskusno goi§とe 

 

(50 il/jamico R PMI-1640, ki vsebuje 10 % FBs, in 50 i1/jamico X-VIV0]M 15), je treba 

 

zavrrnti. 

 

Podatke s plo§と, za katere je Inh-GAPLA vseh koncentracij preskusnih ali kontrolnih 

 

kemikalij manji od 0,05, je treba zavrniti. V taker primeru je treba prvi preskus ponoviti, 

 

tako da je n jvija kon亡na koncentracija ponovijenega preskusa njnija konとna 

 

koncentracij a prei n ega preskusa. 

 

Poroとilo o preskusu 

 

34. v poroとilo o preskusu se vkljuとijo podatki, navedeni v nadaijevanju. 

 

Prsklsne kmikl加 

 

S nov iz ene sestavine: 

 

kemij ski identifikacij ski podatki, kit so ire p0 IUPAC ali CAs,§ tevi1ka CAs, oznaka po 

 

sistemu S 11LES ali identifikator InCh', strukturna formula i 'ali drugi identifikatorji; 

 

fiziとni videz, topnost v vidi, molekulska masa in dodatne pomembne丘 zikalno-kemi ske 

 

lastnosti, とe so na voljo; 

 

と istost, kemij ska identiteta neとistot, kot je ustrezni in prakti亡no izvedljivo, itd.; 

 

obdelava pred presku§anjem, & je ustrezno (npr. segrevanje, mietje); 

 

topnost v x-vIvo]M 15. Za kemikalije, ki niso topne v X-VIVi］、4 15, ali sta po 

 

centrifugiranju ugotovljena obarjanje ali flotacija; 

 

presku§ene koncentracije; 

 

pogoji shranjevanja in stabilnost, & so na viljo; 

 

utemeljitev izbire topila/vehikla za vsako preskusno kemikalijo,とe X-VIVo］、4 15 ni bil 

 

uporablien. 

 

Snov z veと sestavinami, UVCB in zmesi: 
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とim o bse乞n可§a opredelitev lastnosti, na primer s kemijsko identiteto (glej zgoraj), 

 

と istosto, kvantitativnim pojavljanjem in ustreznimi 丘 zikalno-kemisklml lastnostmi (glej 

 

zgoraj) sestavin, と e so na viljo; 

 

fiziとni videz, topnost v vidi in dodatne pomernbne fizikalno-kei ske lastnosti,と e so na 

 

viljo; 

 

molekuiska masa ali navidezna molekuiska masa v primeru zmesi/polimerov z znano 

 

sestavo ali drugi podatki, pomembni za izvedbo§ tudie; 

 

obdelava pred presku§nem,と e je ustrezno (npr. segrevanje, mietje); 

 

topnost v X-VIV0lM 15. Za kemikalije, ki niso topne v X-VIV0lM 15, ali sta pi 

 

centrifugiranju ugotovijena obarjanje ali flotacija; 

 

presku§ene koncentracije; 

 

pogoji shranjevanja in stabilnost, & so na viljo; 

 

utemeijitev izbire topila/vehikla za vsako preskusno kemikalijo,と e X-VIV0］、4 15 ni bil 

 

uporabljen. 

 

亙mt(l 

 

Pozitivna kontrila: 

 

kemij ski identifikacij ski podatki, kit si ire pi IUPAC ali CAS ,§ tevilka CAs, oznaka po 

 

sistemu S 11LES ali identifikator InCh', strukturna formula in/ali drugi identifikatorji; 

 

fiziとni videz, topnost v vidi, molekulska masa in dodatne pomembne flzikalno-kemij ske 

 

lastnosti, と e so na viljo inと e je ustrezno; 

 

と istost, kemij ska identiteta ne&stot, kit je ustrezno in praktiとno izvedlj ivo, itd.; 

 

obdelava pred presku§nem, & je ustrezno (npr. segrevanje, mietje); 

 

presku§ene koncentracije; 

 

pogoji shranjevanja in stabilnost, & so na viljo; 

 

sklicevanje na rezultate pozitivnih kontrol iz preteklih preskusov, ki k戒可o ustrezna merila 

 

za sprejemijivost ponovitev,とe je to ustrezno. 

 

Negativna kontrola: 

 

kemijski identifikacijski podatki, kit si irne po IUPAC ali CAS ,§ tevilka CAS in/ali drugi 

 

identifikatorj i; 

 

と istost. kemij ska identiteta neとistot. kot je ustrezno in p raktiとno izvedlj ivo. itd.; 
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丘 ziとni videz, molekuiska masa in dodatne pomembne fizikalno-kemij ske lastnosti,と e se 

 

uporabijo druge negativne kontrole razen tistih, ki so navedene v smernici za presku§allie, 

 

inと e so na viljo; 

 

pogoji shranjevanja in stabilnost, & so na viljo; 

 

utemeijitev izbire topila za vsako preskusno kemikalijo. 

 

Prsksn i pogoji: 

 

ire in naslov narとnika, presku§evalnega laboratorija in vodje§ tudie; 

 

opis uporabijenega preskusa; 

 

uporabijena ce liとna linija, pogoji njenega hranjenja in vir (npr. laboratorij, ki jo je 

 

zagotovil); 

 

§ tevilka serije in izvor FBC, ire dobavitelja,§ tevilka serije &ne 96-arni亡ne plo§とe z 

 

ravnim dnom ter§ tevilka serije reagenta Tripluc; 

 

§ tevilo pasa乞 in gostota celic, uporabljenih za presku§ani e; 

 

metida § teta celic, uporabijena za nasaditev pred presku§ani em, in ukrepi, sprejeti za 

 

zagotovitev homogene porazdelitve§ tevila ce lc; 

 

uporabljeni luminometer (npr. model), vkluとno z nastavitvami instrumenta, uporabljenim 

 

substratom luciferaze in prikazom ustreznih meritev luminiscence, ki temeljijo na 

 

kontrolnem preskusu, opisanem v Dodatku 3.2; 

 

postopek, uporabijen za dokazovanje usposobljenosti laboratorija v zvezi z izvedbo 

 

preskusa (npr. s presku§ajem snovi za preverjanje usposobljenosti) ali za prikaz 

 

ponovijivosti izvedbe preskusa v daljemと asovnem obdobju. 

 

Presんsni postop叱 

 

§ tevilo ponovijenih vzorcev in izvedenih ponovitev; 

 

uporabljene koncentracije preskusnih kemikalij, postopek dodajanja inと as izpostavljenosti 

 

(とe so drugaとni od prporoとenih); 

 

opis uporabljenih meril za ocenjevanje in o dlo亡itev; 

 

opis uporabljenih meril za sprejemijivost § tudie; 

 

opis vseh prilagoditev preskusnega postopka. 

 

Rezultati: 

 

meritve IL8LA in GAPLA; 

 

izraとuni za n IL8LA.I nd-IL8LA in Inh-GAPLA: 
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95-odstotnl interval zaupanja nd-IL8LA; 

 

graf. ki prikazuje krivuije odziva na odmerek za indukcijo luciferazne aktivnosti in 

 

viabilnost; 

 

opis kakr§nih koui drugih pomembnih o pa乞ani, 'e je ustrezno. 

 

Razprava o rezultatiん 

 

pomembne 

 

razprava o rezultatih, pridobijenih s preskusom IL-8 Luc; 

 

obravnavanje rezultatov preskusa v okviru IATA,とe so na viljo 
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Dodatek 3.1 

 

0PREDELITVE POJMOV 

 

TOとnost: stopnja ujemanja rezultatov preskusa s sprejetimi refrenとnimi vrednostmi. Je 

 

meniuo uとinkoVitosti preskusa in eden od vidikov ustreznosti.Ta izraz in izraz skiadnost se 

 

pogosto uporabij ata kot sopomenki in pomenita dele乞 pravilnih rezultatov preskusa (16). 

 

Potek ne乞e 1enega izida (Adverse Outcome Pathway - AlP): zaporedje dogodkov od 

 

kemijske strukture ciljne kemikalije ali skupine podobnih kemikalij prek za&tnega dogodka 

 

na molekuiski ravni do preiskovanega rezultata in vivo (20). 

 

snov ali zmes. 

 

Kemikalij a 

 

CVO5:Viailnost celic 05, ti. namn§a koncentracija, pri kateri je Inh-GAPLA kernikalij 

 

mn§a od 0,05. 

 

FInSLO-LA: kratica, uporablj ena v validacij sker por亡i1u in prei jih publikacij ah v zvezi 

 

s preskusom IL-8 Luc za sklicevanje na Ind-IL8LA.Gle I nd-IL8L za opredelitev pojma. 

 

nin), ki jo 

 

GAPLA:luciferazna aktivnost stabilne luciferaze rdeとa (SLR) (入maks. = 630 

 

regulira promotor GAPDI ter izkazuje viabilnost celic in§ teVilo viabilnih celic. 

 

Nevarnost: n e1oと1jiVa lastnost sredstva ali stanje, ki lahko ob izpostavljenosti temu sredstvu 

 

poVzroとi ne乞elen uとinek na organizer, sister ali (pod)populacijo. 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment = celostni pristop k testiranju 

 

in ocenjevanju): strukturiran pristop, ki se uporabija za ugotavijanje nevarnosti (potencial), 

 

opredeijevanje nevarnosti (rnoと) in/ali oceno varnosti (potencial/oと in izpostavljenost) 

 

kerikalije ali skupine kemikalij ters trte§ko zajame in oceni vse porerbne podatke, da se 

 

lahko sprejrne regulativna odloとiteV v zvezi z morebitno nevarnostjo in/ali tveganjern in/ali 

 

potrebo po nadaljnjern, ciljno usmerjenern in s tern minimalnem presku§nu. 

 

II-SLR-LA: kratica, uporablj ena v validacij sker poroとilu in prei n ih pub likacij ah v zvezi 

 

s preskusom IL-8 Luc za sklicevanje na Inh-GAPLA.Glej hih-GAPLA za opredelitev 

 

pojra. 

 

IL-8 (interlevkn-8): citokin, ki izhaja iz endotelijskih celic,丘 br〕blastov, keratinocitov, 

 

makrofagov in monocitov ter povzroとa kernotakso nevtrofilcev in limfocitov T. 

 

IL8LA: luciferazna aktivnost stabilne luciferaze oran乞na (SL0) (入maks. = 580 nin), ki jo 

 

regulira promotor IL-8. 

 

nIL8LA celic TH P-G8, tretiranih s 

 

in predstavlja indukcijo aktivnosti 

 

Ind-IL8LA: stopnja indukcije IL8L.Dobi se z delitvijo 

 

kerikalij ami, z nIL8LA nestimuliranih celic TH P-G8 

 

promotori a IL-8 s strani kemikalij. 
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Inh-GAPLA: iiihibicija GAPLA.Dobi se z deitvijo GAPLA celic TH P-G8, tretiranih s 

 

kemikalij ami, z GAPLA netretiranih ceic TH P-G8 in predstavlj a c itotoksiとnost kernikalij. 

 

N可ni司i prag indukcije (MIT):n可ni勾a koncentracija, pri kateri kemikaija izpolnjuje 

 

pozitivna renlIa. 

 

Zmes: zrnes ali raztopina iz dveh ali veと snovi. 

 

Snov iz ene sestavine: snov, ki jo opredeijuje njena kvantitativna sestava in v kateri je vsaj 

 

80 mas. % glavne sestavine. 

 

Snov z veと sestavinami: snov, ki jo opredeljuje njena kvantitativna sestava in v kateni je 

 

veと glavnih sestavin s koncentracijo? 10 mas. % in Z 80 mas. %.S nov z veと sestavinami je 

 

rezultat proizvodnega postopka. Razlika med zmesjo in snovjo z veと sestavinami je v tern, 

 

da je zmes pridoblj ena z me§ nj em dveh ali veと snovi brez kemiとne reakcij e.Sno v z veと 

 

sestavinami je rezultat kemiとne reakcije. 

 

nIL8LA: aktivnost luciferaze sLO, ki izr戒a aktivnost promotorja IL-8 (IL8L), 

 

normalizirana z aktivnostjo luciferaze S LR, ki izra乞a aktivnost promotorja GAPDI 

 

(GALPA).Predstavlja aktivnost promotorja 'L-8 po upo§tevnju viabilnosti celic ali§ tevila 

 

celic. 

 

nSL0-LA: kratica, uporabljena v validacijskem por〕とi1u in pre njih publikacijah v zvezi s 

 

preskusom 'L-8 Luc za sklicevanje na nIL8L.Glj nIL8L za opredelitev pojma. 

 

Pozitivna kontrola: ponovljen vzorec, ki vsebuje vse sestavine preskusnega sistema in se 

 

tretira s snovjo, za katero je znano, da povzroとi pozitiven odziv.Za zagotovitev, da se lahko 

 

variabilnost odziva pozitivne kontrole oceni v daljemとaso vem obdobju, pa stopnja 

 

pozitivnega odziva ne sme biti previsoka. 

 

Prehapteni: kemikalije, ki postanejo povzroとitelji preobとutlivosti k乞e z abiotsko 

 

pretvorbo. 

 

Prohapteni: kemikalije, ki potrebujejo encimsko aktivacijo, da bi uresniとeVale potencial za 

 

poVzroとnj e preobとutlivosti ko乞e. 

 

Ustreznost: opis razmerja med preskusorn in preiskovanim uと inkom ter njegovega pomena 

 

in uporabnosti za doloとen namen. Pomeni stopnjo, do katere preskus pravilno izmeri ali 

 

napove preiskovani biolo§ki uとinek.Pri ustreznosti se upo§teVa mdi toとnost (skiadnost) 

 

preskusa (16). 

 

Zanesijivost: stopnja obnovijivosti preskusa v ener ali veと laboratorijih v dalj§em 

 

とasovnem obdobju ob uporabi istega protokola.Oceni se z izraとunom obnovljivosti v ener 

 

ali veと laboratorijih in interne laboratorij ske ponovljivosti (16). 

 

Ponovitev: ponovitev zajema eno ali veと preskusnih kemikalij, presku§enih soとasno s 

 

kontrolo s topilon'vehiklom in pozitivno kontrolo. 
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ivost: dele乞 vseh pozitivnih/aktivnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno 

 

pridobij o kategoriとni rezultati, in 

 

(16). 

 

katerim se 

 

osti preskusa 

 

o.le menuo toとnosti za pres 

 

pri ocenjevanju us 

 

0bとut1 

 

razvrstij 

 

pomemben dej avnik 

 

SL0-LA: kratica, uporabijena v validacijskem poroとilu in pre nih publikacijah v zvezi s 

 

preskusom 'L-8 Luc za sklicevanje na IL8L.Gle IL8LA za opredelitev pojma. 

 

prejnih publikacijah v zvezi s 

 

Lza opredelitev pojma. 

 

poroとilu 

 

Glej GAP 

 

Llidacij sker 

 

na GAPLA. 

 

SLR-LA: kratica, uporabljena v vモ 

 

preskusom 'L-8 Luc za sklicevanje 

 

Kontrola s topilom/vehikiom: netretiran vzorec, ki vsebuje vse komponente preskusnega 

 

sistema razen preskusne kemikalije, vklju&ije pa topilo/vehikel, ki se uporabi. Uporablja se 

 

za dolo亡alje izhodi§亡nega odziva za vzorce, tretirane s preskusno kemikalijo, raztopljeno ali 

 

stabilno dispergirano v istem topilu/vehiklu.Pri presku§aniu s soとa sno kontrolo z gji§とem 

 

ta vzorec tudi pok吃e, ali topilo/vehikel reagira s preskusnim sistemom. 

 

Specifiとnost: dele乞 vseh negativnih/neaktivnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno 

 

razVrstり o,Je menlo toとnosti za preskus, s katerim se pridobijo kategoriとni rezultati, in 

 

pomemben dej avnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (16). 

 

Snov: kemijski elementi in njihove spojine, ki so v naravnem stanju ali pridobljeni s katerim 

 

koli proizvodnim postopkom, vk1uとno z vsemi dodatki, potrebnimi za oliranitev stabilnosti 

 

produkta, in kakr§nimi koli neとistotami, ki so nastale v uporabijenem postopku, vendar brez 

 

kakr§nega koli topila, ki ga je mo goとe loとiti, ne da bi to vplivalo na stabilnost snovi ali 

 

spremenilo njeno sestavo. 

 

Povr§insko aktivna snov: snov, kit je detergent, ki lahki zmanj§a povr§insk napetost 

 

tekoとine in tako omogoi, da se speni ali prodre v trdne snovi; znana je tudi kit omakalno 

 

sredsto.(TG43 7) 

 

Preskusna kemikalija: vsaka sniv ali zmes, presku§ena z uporabo te metode. 

 

THP-G8: reporterska celiとna linija IL-8, uporabljena v preskusu IL-8 Luc.Humana 

 

makrofagna ce li6na linija TIP-i je bila transfecirana z luciferaznima genoma S L0 in S LR 

 

pod kontrolo promotorjev IL-8 oziroma GAPDH. 

 

Globalno uskiajeni sister Zdru乞enih narodov za razvr§とane in o znaとeva可e kemikalij 

 

(G1S ZN): sister za razvr§亡aリe kemikalij (snovi in zmesi) v skladu s standardiziranimi 

 

vrstami in stopnjami丘 ziとnih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti ter za obravnavanje 

 

ustreznega oznaとev alja, na primer s piktogrami, opozorilnimi besedari, stavki o 

 

nevarnosti, previdnostnimi stavki in varnostnimi listi, da bi se raz§irile informacije o 

 

§kodljivih uとinkih kemikalij ter s ter za§とitili ljudje (vkljuとno z delodajalci, delavci, 

 

i,revozniki, i,otro§nik in re§evalci) in okolie (21). 

 

UVCB: snovi z neznano ali sprerenljivo sestavo, kompleksni reakcijski pridukti ali 

 

biolo§ki materiali. 
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se obravnava kit divilj ustrezen in zanesijiv za 

 

utemeijenih naとe1ih.Preskus ni nikoli veijaven v 

 

opredeij enim namenom. 
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Dodatek 3.2 

 

NA亡EL0 

 

LUCIFERAZNE AKT1VNOSTI IN D0L0(ITEV 

 

KOEICIENTOV PRPUSTNOSTI 0PTI亡NEG FILTRA ZA S L0 'N S LR 

 

lultiReporter Assay Sy stem - Tripluc se lahko uporabi z luminometrom za 

 

mikrotitrske plo§とe z veとbarvnim sistemom zaznavanja, s katerim je lakko opremijen 

 

0ptiとni filter (npr. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941 

 

(Berthold)). Optiとni filter, ki se uporabi pri meritvi, je 600-620-naometrski 

 

dolgovalovni ali kratkovalovni prepustni filter ali 600-700-nanometrski 

 

pasovnoprepustni filter. 

 

Meritev dvobarvnih luciferaz z o ptiとnin filtrom 

 

To je primer uporabe filtra Phelios AB-2350 (ATTO). Ta luminometer je opremljen s 

 

600-nanometrskim dolgovalovnim prepustnim filtrom (R6O HOYA Co., 600 nr LP, 

 

filter 1) za razdelitev luminiscence S L0 Qmaks. = 580 nr) in S LR (入maks. = 

 

630 nr). 

 

Za doloとiteV kieficientov prepustnosti 600-nanometrskega LP se najprej z uporabo 

 

preとi§とenih luciferaznih encimov S LO in S LR izmeri (i) intenziteta bioluminiscence 

 

SL0 in S LR brez filtra (FO), (ii) intenziteta bioluminiscence S L0 in S LR pri prehodu 

 

とez 600-nanometrski LP (filter 1) in (iii) izra&inata koeficienta prepustnosti 600-

nanometrskega LP za S LO in S LR, navedena spodaj. 

 

Trm s mission coefficients Abbreviation Defniition 

 

SL0 

 

SLR 

 

Filter i 

 

Trm smi s s ion 

 

coefficients 

 

Filter i 

 

Trm smi s s ion 

 

coefficients 

 

KOR~ 

 

The filter's transmission 

 

coefficient for the S L0 

 

KRR60 

 

The filter's transmission 

 

coefficient for the S LR 

 

Kadarje intenziteta S LO in S LR v preskusnem vzorcu opredeljena kot O oziroma R, se 

 

(i) intenziteta svetlobe brez filtra (vse optiとno) FO in (ii) intenziteta svetlobe, ki prehaj a 

 

skozi 600-nanometrski LP (filter 1) F1, opi§eta, kot j e navedeno spodaj. 

 

FO = O + R 

 

Fl=KO R6OX O +K RR6OX R 

 

Ti formuli je mo goとe zapisati tudi tako: 

 

( FOX'

= 

(

F1

)K 

~ 

 

i 

 

R60 

 

i 

 

KRR60 

 

) 

 

0 

 

R 

 

ノ
ー
、
 

 

、
、
l
ー
ノ
》
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Z uporabo i zraとunanih faktorjev prepustnosti (KORo in K R.0) ter izmerjenih FO in Fl 

 

se lahko nato vrednost O in R izraとuna tako: 

 

、
、
I
ー
ノ
 

 

0 
一 

 

「』l 
「ト 

 

ノ
I
ー
、
 

 

一 

 

、 、
ー

》 

 

i 

 

i 

 

KOR6O K RR60 

 

lー 

 

「 

 

、
、
ノ
ノ
 

 

0 
R 

 

ノIー、、 

 

Materiali in metode za doloでitev faktorja prepustnosti 

 

のR eagenti 

 

Eiikratna preとi§とena encima luciferaze: 

 

liofilizirani preとi§とeni encim S L0 

 

liofilizirani preとi§とeni encim S LR 

 

(ki sta bila za validacijsko deli pridobijena od GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japonska, 

 

s celiとno linijoTH P-G8) 

 

Preskusni reagent: 

 

luciferazni reagent Tripluc⑧ (na primer iz TOYOBO Ca t#MRA-301) 

 

G可i§とe: za luciferazni preskus (30 ml, shranjeno pri od 2 do 8。C ) 

 

Reagent 

 

Kone. 

 

Konとna kone 

 

v gojiscu 

 

RPMI-1640 

 

FBS 

 

10% 

 

Potrebna 

 

koliとina 

 

27ml 

 

3ml 

 

のPi切raya encimske raztopine 

 

Lifolizirani preとi§とeni encim luciferaze raztopite v epruveti, tako da dodate 200 .tl 

 

10~100 mM Tris/HC1 ali Hepes/HC1 (pH 7,5~8,0) z dodatkom 10 % (wlv) glicerola, 

 

encimsko raztopino razdelite na 10-mikrolitrske alikvote v l,5-mililitrske epruvete za 

 

enkratno uporabo ter jib shranite v zamrzovalniku pri -80。 C. Zamrznjena encimska 

 

raztopina je uporabna do 6 mesecev. Ob uporabi dodajte i ml gij i§とa za luciferazni 

 

preskus (RPMI-1640 z 10 % FBS) v vsako epruveto, v kateri je encimska raztopina 

 

(razredとena encimska raztopina), in jib liranite na hiadnem, da prpreとite deaktivacijo. 

 

③Meritev bioluminiscence 

 

Luciferazni reagent Tripluc⑧ (Tripluc) odtajajte in ga 

 

bodisi v vodni kopeli bodisi pri temp 

 

30 minut pred zaとetkom meritve, da 

 

eraturi zraka okolice. 

 

!pri 

 

Lur 

 

sobni 

 

inirnet< 

 

omogoとite stabilizacijo ftopomno乞eva1nika. 

 

100 t1 razredとene encimske raztopine prenesite na &no 96-ja miとno plo§とo (ravno dno) 

 

(referenとni vzorec S L0 na #B1, #B2, #B3, referenとni vzorec S LR na #D1, #D2, #D3). 
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Nato s pipetmanom prenesite 100 i1 predhodno segretega reagenta Tripluc v vsako 

 

jaricO na plo§とi, ki vsebuje razredとeno encimsko raztopino. Plo§とo s stresalnikom 

 

plo§亡 10 minut stresajte pri sobni temperaturi (pribli乞no 25。 C). 'z raztopin v jamicah 

 

odstranite me hurとke, & se pojavijo. P1o§とo vstavitev v luminometer, da se izmeri 

 

luciferazna aktivnost. Bioluminiscenca se meri po 3 sekunde v odsotnosti (FO) in 

 

prisotnosti (Fl) optiとnega filtra. 

 

Koeficient prepustnosti optiとnega filtra je bil i zraとuan tako: 

 

koeficient prepustnosti (SL0 (KOR60)) = (#Bl Fl+ #B2 Fl+ #B3 Fl)I(#Bl FO+ #B2 

 

FO+ #B3 FO) 

 

stnosti (SLR (KRR60)) = (#Dl Fl+ #D2 Fl+ #D3 Fl) / (#Dl FO+ #D2 

 

z istiiTi 

 

vse meritve, izvedene 

 

koeficient 

 

FO+ #D3 FO) 

 

Izra&mani faktorji prepustnosti se uporabijo za 

 

luminometrom. 

 

Nadzor fad kakovostjo opreme 

 

Uporabitije treba postopke, opisane v protokolu 'L-8 Luc (18) 
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Dodatek 3.3 

 

SNOVI ZA PRVERiN1E USPOSOBLJENOSTI 

 

Pred redno uporabo preskusa, opisanega v tern dodatku k preskusni metodi B .71, morajo 

 

laboratoriji dokazati tehiとno usposobijenost tako, da pridobijo napovedi preskusa IL-8 Luc, 

 

priとakovane za 10 snovi, ki so priporoとene v preglednici 1, ter vrednosti, ki so za vsaj 8 

 

od 10 snovi za preverjanje usposobijenosti (izbranih za predstavij anje obmo可a odzivov za 

 

nevarnosti za preobとut1ivost ko乞e) v ustreznem refrenとnern obmo可u. Druga reniia za 

 

izbiro so bila razpolo1ivost snovi na trgu, razpolo乞1ivost visokokakovostnih refrenとnih 

 

podatkov in vivo in razpo1o乞iivost visokokakovostnih podatkov in vitro, pridobijenih s 

 

preskusorn IL-8 Luc. Za preskus IL-8 Luc so na voijo tudi objavijeni refren亡ni podatki (6) 

 

(1). 

 

Pre21ednica 1: Priporo&ne snovi za dokazovanje te1ni亡ne usposobljcnosti za poskus 'L-8 Luc 

 

Snovi za preverj anj 

 

usposobijenosti 

 

st.CAS 

 

2,4-dinitrodorobenzen 

 

formaldehid 

 

2-merkaptobenzotiazol 

 

etilendiamin 

 

etilengliko! dimetakrilat 

 

4-ilanizo! (estrago!) 

 

sleptomicin su!fat 

 

g!icero! 

 

izopropano 

 

97-00ヲ 

 

50-00-0 

 

149-30-4 

 

Rfrenとno o bmo可e 

 

(tg/Inl) 

 

Napoved 

 

IL-8 Luc2 

 

Napoved in 

 

MIT IL-

8 Luc5 

 

C VOS4 

 

v'vo 

 

Topnost 

 

v 

 

X-

VI VI 15 

 

pri 

 

20 mg/ml 

 

0,5-2,3 

 

2,3-3,9 

 

pozitivna 

 

4-9 

 

9-30 

 

pozitivna 

 

60-250 

 

250-290 

 

pozitivna 

 

0,1-0,4 

 

500-700 

 

pozitivna 

 

0,04-0 

 

> 2 000 

 

pozitivna 

 

0,01-
0,07 

 

> 2 000 

 

> 2 000 

 

> 2 000 

 

pozitivna 

 

negativna 

 

> 2 000 

 

> 2 000 

 

> 2 000 

 

> 2 000 

 

negativna 

 

negativna 

 

povzroとite! 

 

preobとut!ivosti 

 

(izjenino 

 

mo&n) 

 

povzroとite! 

 

preobとut!ivosti 

 

(mo&n) 

 

povzroとite! 

 

preobとut!ivosti 

 

(zmeren) 

 

povzroとite! 

 

preobとut!ivosti 

 

(zmeren) 

 

povzroとite! 

 

preobとut!ivosti 

 

(§ibek) 

 

povzroとite! 

 

preobとut!ivosti 

 

(§ibek) 

 

ne povzroca 

 

preobとut!ivosti 

 

ne povzroca 

 

preobとut!ivosti 

 

ne povzroca 

 

preobとut!i ivosti 

 

netopen 

 

topen 

 

netopen 

 

' 
a 

 

e 
レ 

t 

 

叫 
面 

（ 
v」 

面 
」 

 

S 
lーー 

司］ 
1 

ー 

 

107-15-3 tekoとina 

 

97-905 

 

topen 

 

tekoとina netopen 

 

140-67-0 tekoとina netopen 

 

38 10-74-
o 

 

trdna 

 

snov 

 

topen 

 

56-81-5 tekoとina topen 

 

67-63-0 tekoとina topen 

 

Kratice:§ t.CAS = registrska § tei!ka S !ube za izmenjavo kemijskih i z!eとkov. 

 

1Moとm vivo se izpe!je s pomojo meri!, ki jih je pred!aga! ECETOC (19). 

 

2Na pod!agi ugotov!jenih vrednosti iz prete!dih preskusov (1) (6). 
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3 CV05 in MIT IL-8 Luc sta bila izra&mana z uporabo topnosti v vidi, pridobljeno z EP' s uiteTM. 

 

4 cVO5: nai司a koncentracija, pri kateri je Inh-GAPLA kemikalij man§a od 0,05. 

 

5MIT: nai司e koncentracije, pri katerih kemikalija izpolnjuje pozitivna merila. 
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Dodatek 3.4 

 

INDEKSI IN MERILA ZA PRESOI0 

 

nIL8LA (nSL0-LA) 

 

J-ta ponovitev ( = 1-4) i-te koncentracije (i = 0-11) se izmeri za IL8LA (sLO-LA) izirima 

 

GAPLA (SLR-LA). Nirmalizirana I L8LA, navedena kit nIL8LA (nSLO-LA), je 

 

ipredeij ena kit: 

 

nIL8LA1 = IL8LAり/GAPLAり 

 

Ti je isnivna merska enita v tern preskusu. 

 

Ind-IL8LA (FInSL0-LA) 

 

tega preskusa je stipnja pive&tnja pivpreとne nIL8LA (nSL0-L) za 

 

kincentraciji v primerjavi z nji pri kincentraciji 0, ti. Id-IL8LA. Ti 

 

Primarni meniuo 

 

pinivitev pri i-ti 

 

razrnerje je zapisani z naslednjo firmuli: 

 

Ind - IL8LA1 = t (1/4) X乞」 nIL8LA1」)ノt(1/4) X昌n IL8LAO]) 

 

Vidimni labiratonij je predlagal, naj vrednost 1,4 ustreza pizitivnemu rezultatu za preskusni 

 

kernikalijo. Ta vrednist terneiji na preiskavi pretekih pidatkiv vidilnega labiratirija. 

 

Ekipa za upravijanje pidatkiv je nati ti vrednist upirabila v vseh fazah validacijske 

 

§ tudije. Glavni rezultat, nd-IL8L, je razrnerje dveh a ritetiとnih sredin, kit je prikazani v 

 

e naとbi. 

 

95-odstotni interval zaupanja (95 % CI) 

 

Za 95-idstitn interval zaupanja (95 % CI), ki terneiji na razmerju, se lahki§ tje, da 

 

prikazuje natanとnist tega primarnega merita izida.S podnia rneja 95 % CIと i kae, da je 

 

nIL8L pri i-ti kincentraciji bistveno Ve可a kit pri kintrili s topilom. 95 % CI je rnigiとe 

 

iblikivati na ve6 naとiniv. V tej§ tudii smi upirabili rnetidi, znani kit Fiellerjev teirem. 

 

Ta teirem 95-idstitne2a intervala zauDania izhaia iz naslednie firmule: 

 

一」2 

 

c--2t 2 t~975(',) X学 , and n~ = 4, 

 

11'パ 

 

J1 

 

-BーマB2一4AC -B＋マB2-

2A ' 2A 

 

B＝一2×X 

 

pri cerner je: 

 

一」2 

 

一 一 さしln 

 

A=-zxl一t~.975(v)×ニニ 

 

10 

 

xl=(1/n~)×昌nIL8LA0], sd言＝(1ノ（no一1))×昌（nIL8LA0] 一又0)2 
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n1 = 4,yl = (i/nyl) x乞］ (nIL8LAリ), s d多1 = {iノ(ny] _ i)) X昌 (nIL8LA1 一 yi)2 

 

t。.く‘、.く‘、' 97.5 rercentila osrednie t-norazdelitve z', stonnio svobode.D riとe mer ie 

 

v・ノIJ、vJ 
/ 1 一’ I v I J ノ 」 “J 

 

1=（晋＋警）ノ｛（晋）り(fi一1)+（警）ノ（ny一i)) 

 

Inh-GAPLA (II-SLR-LA) 

 

Inh-GAPLA je razmerje med poVpreとno GAPLA (SLR-LA) za ponovitev pri i-ti 

 

no GAPLA pri kontroli s topilom, ki se zapi§e tako: 

 

ci i in povprec 

 

koncentra 

 

Inh - GAPLAi = ((1/4) x易 GAPLAij)/{(1/4) X易 GAPLA O1) 

 

Ker je GAPLA imenovalec nIL8L, zelo majhna vrednost povzroとi veliko spremembo v 

 

nIL8L. Zato se lahko vrednosti nd-IL8L z zelo majhno vrednostjo Inh-GAPLA (mani 

 

kit 0,05)§ tejeji za nentanとne. 
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Dodatek 3.5 

 

SHEMAMETOD ZA RAZTOPITEV KEM IKALII ZA PRSKUS IL-8 LUC 

 

(a) Za kemikalije, raztopijene v X-VW0lM 15 pri 20 mg/ml 

 

Ce je kernikalija topna v XーVI VOTI 15 

 

(1. ponovitev) 

 

, 

 

20 mg/m l 

 

Faktor redとenia 2 

 

- 

 

Faktcr red亡己r」ョ5 

 

j

i 

 

0snovna raztop ina (4 mg/rn I) 

 

ロロロロロH日日ョ‘‘山 

 

t 

 

「 

 

suspen2ij0 celic ria 9-amにni pIo星i 

 

ロロヒロロヒロ日日‘ ロ日 

 

0 喝ーーー― 

 

D I亡it najvijo koncentracijonas idn」h poskusov 

 

パ Inに・hゴhiらi， レhhI・ah, 

 

0 i'i'/!fli . 2' % /ml 

 

l喝 

In h-GAP L ' 

 

concentracリa osnovne 

 

ねktor red亡enja (X)) 

 

'
J
ユく
。亡

三 

 

・皆 

 

w 、と・‘m a・・tr・cり・Ph2. 3 h ' Posw 山 

 

0 くーーーーーーーーーーーー a●・．I・・ 2・，jaa 

 

2リ3. ali 4. ponovitev 

 

Kontrola z X-VVO~" 15 

 

U 

 

ユX 

 

Faktoi- red亡e刊a 1.5 

 

� 

 

razre d亡ita 

 

U 

 

4 x C VO5 (4 x koncentracija os r(wne 

 

razt(pine x 1/X) 

 

、（包白日口口日I日日日口山 

 

Dcdョ」＋巳．エこ巳r己旺一」ョー1亡niか区釧 50山 ：50 山 

 

2x 

 

ロ日日口口口口口口日日日／' 
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(b) Za kemikalijeフ ki niso topne v X~VIV0TM 15 pri 20 mg/ml 

 

亡ekemikalija ni topna v X-VIVOTM 15 

 

(1. ponovitev) 

 

A圏」 

 

U 

 

20 mg/rn I 

 

iii石nn団コr十nrhf臣,ロ 

 

� 

 

Rotirajte in 

 

centrifugirajte 

 

tant 

 

a raztopina) 

 

[uP

er a 

 

、osno vn 

 

!． 
‘ノ 

1 

 

】
ー
、
、
 

x 

 

日白日日白日日百日日口山 

 

xi/1024ロ xi/256ロ 

 

oロ 

 

xi/5 12ロ 

 

xi/64ロ 

 

xi/128ロ 

 

xi/16ロ xi/4ロ Xlロ 

 

xi/32ロ xi/8ロ xl/2ロ 

 

l Dodajte v suspenzijo celic na 96-amini plo託i (50 i1 : 50山 ) 

 

ロロロロロロロロロロロロ 

 

xl/2048ロ xl/512ロ 

 

oロ 

 

xi/i 28ロ xi /32ロ 

 

xl/1024ロ xl /256ロ 

 

Konとnarazred亡ina 

 

xl /2ロ 

 

xi /8ロ 

 

xi /4ロ 

 

xi/i6ロ 

 

xi/64ロ 

 

CVo5; najni乞」a koncentracija, pri kateri lnh-GAPLA 

 

postane < 0,05 (koncentracija osnovne 

 

raztopine x 1/faktor redとen」a (X)) 

 

く］ユくO・qu一 

 

器［ 

 

Kon亡na koncentracila pri 2., 3. in 4. poskusu 

 

xi /2048ロ 

 

xl/8ロ xl/2ロ 

 

fー 

 

xl/l6ロ xl舛ロ 

 

xl門024ロ 

 

り 

 

U� 

 

3. ali 4. ponovitev 

 

ロ 
！ 

 

0 
乙 

 

Kontrola z xー切VoTMKontrola z X-VIV0 15 

 

lx 

 

Faktor redとen」a 1,5 

 

4 x C VOS (4 x koncentracija osnovne 

 

raztopine x 1/X) 

 

ロ
ロ
 

 

Nl白口口口口口口口口口山 

 

, 
Dodajte v celice na 96-arnini pl。§亡i (50山 :山 50 

i1)一、ハー 

 

Liii ii_ii_joe1ョ日口口口白
／L X LVUl_Il_II_II_Il_ 
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Dodatek 3.6 

 

S111A METODE ZA RAZTOPITEV 4-NBB ZA POZITIVNO KONTROLl PRESKUSA 

 

IL-8 LUC 

 

Pozitivna kontrola: 4-NBB (netopen v X-VI V0m 15) 

 

ice na 96-jam Cr 

 

(50 ial: 50 a� 

 

xl /4 

 

Supernatant 

 

xl 

 

Faktoc redenja 2 

 

く 

 

'‘■ 

 

刈n6 yl居 

 

Dodajte vI 

 

pIo受 

 

xl/32 x1-1E 
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(9) V delu C se dodata naslednji poglavji: 

 

ENOGNERACI'ISK1 PRESKUS RAZMNOZEVANIA MEDAKE 

 

,,C.52 RAZSIRENI 

 

(MEOGRT) 

 

UVOD 

 

1. Ta preskusna metida je enakivredna S mernici OECD za presku§ane (TG) 240 (2015). 

 

Raz§irj eni enigeneracij ski preskus razmni乞eVanj a medake (Medaka Extended One 

 

Generation Test, MEOGRT) opisuje izとrpno preskusno metodo, teme1eじo na ribah, 

 

izpistavljenih v veと generacijah, za pridibitev podatkov, pomembnih za e ko1i§ki 

 

nevarnist in oceno tveganja kemikalij, vk1juとni z domnevnimi endokrinimi mitilci 

 

(endocrine disrupting chemicals, EDC). Izpostavljenost pri preskusu MEOGRT traja di 

 

izvalitve (di dveh tednov po oploditvi, tpo) v drugi generaciji (F2). Za utemeljitev 

 

koristnosti raz§iritVe generacije F2 na 亡 as po izvalitvi bi bile potrebne dodatne raziskave; 

 

trenutno pa ni dovilj infirmacij za zagotovitev ustreznih pogij ev ali meril za utemelj itev 

 

raz§iritVe generacije F2. Ta preskusna metida bo sicer lahko posodobij ena, ko se bodo 

 

upi§teva1e nove informacije in pidatki. Na primer smernice o raz§iritvi generacije F2, tako 

 

da bi bili vklju&no razmno乞evani e, bodo lahko koristne v nekaterih o k1§とinah (npr. pri 

 

kemikalij ah z velikim biokoncentracij skim potencialom ali znakih と ezgeneracj skih 

 

uとinkov pri drugih taksonih). Ta preskusna metida se lahki upirabi za iceno morebitnih 

 

kroniとnih uとinkov kemikalij, vkljuとni s pitencialnimi endikrinimi mitilci, na ribe. Glavni 

 

piudarek te metide je na mirebitnih uとinkih, pimembnih za pipulacijo (ti.§ kid1jivih 

 

uinkih na pre乞ivetje, razvij, rast in razmni乞evalje), za i zraとun kincentracije brez 

 

ipaznega uとinka (NOEC) ali uとinkovite kincentracije (ECx), &prav je treba navesti, da si 

 

pristopi z ECx redko primerni za tivrstne velike§ tudie, pri katerih bo morda pove'ane 

 

§ tevila preskusnih kincentracij, da bi se imigiとila di1iとitev乞e lene ECx, neizvedljivi in 

 

lahki tudi piVzroとi prece§ne pomisleke glede dibrobiti乞iV ali zaradi velikega§ tevila 

 

upirabij enih乞i valih. Za kemikalij e, pri katerih ni pitrebna ocena v ,veと generacij ah', ali 

 

kemikalije, ki nisi potencialni endikrini mitilci, bidi morda ustrezne§e druge preskusne 

 

metode (1). Ustrezna vrsta za upirabo v tej preskusni metodi je japonska medaka zaradi 

 

kratkega 乞 ivl enj skega cikla in m i乞nisti doloとitve ni enega genetskega spola (2), ki se v tej 

 

preskusni metodi§ teje za kriti6no komponento. Posebne metode in opazovane konとne 

 

to&e, ki so podrobno navedene pri tej metodi, se uporabljajo sari za japonsko medako. 

 

Podobnemu preskusnemu protokolu se lahko prilagodijo druge vrste majhnih rib (npr. 

 

cebrica). 

 

2.S to preskusno metido se meri veと biolo§kih konとnih toとk. Prvotni poudarek je na 

 

morebitnih § kodljivih uとinkih na parametre, pomembne za populacijo, ki vklju&ijejo 

 

pre乞ivete, razvoj, rast in razmno乞evalje. Drugiと, da se zagotovijo mehaistiとni podatki in 
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povezava z rezultati iz drugih vrst terenskih in laboratorijskih§ tudり, kadar obstajajo 

 

naknadni dokazi, da je kemikalija potencialni endokrini motilec (npr. androgeni ali 

 

estrogeni delovanje iz drugih preskusov in poskusov), se druge kiristne informacije 

 

pridobijo z merjenjem mRNK vitelgnim (vtg) (ali proteina vitelogenin, VTG), 

 

fenotipskih sekundarnih spolnih znaとilnosti (SSZ), kit si povezane z genetskim spolim, in 

 

histopatolo§ki oceni. Opizoriti je treba, da とe za preskusni kemikaliji ali njene 

 

metabolite ne ibstaja sum, da si EDC, morda ne bo treba izmeriti teh sekundarnih konとnih 

 

toとk, zati bodo morda primernj§e§ tudie, za katere bi potrebnih mani vinoy in mani 

 

乞iVali (1). Poimi. upirabijeni v tej preskusni metodi, si ipredeljeni v Dodatku 1. 

 

ZACETNI PREUDARKI IN 0MEJl'V 

 

3. Zaradi omejenega § tevila presku§enih kemikalij in laboratinijev, vklju&nih v validacijo 

 

tega razmerima kompleksnega preskusa, se predvideva, da bo preskusna metida 

 

pregledana in pi potrebi spremenj ena glede na pridobij ene izku§ne, ko bo na viljo 

 

zadostno § tevili§ tudi za potrditev uとinka tega nivega koncepta§ tudie. Pidatki se lahko 

 

uporabiji na ravni 5 temeijnega okvira OECD za presku§anje in icenjevanje endikrinih 

 

motilcev (OECD Conceptual Framewirk for Testing and Assessment of Endocrine 

 

Disrupters) (3). Preskusna metida se za亡ne z izpostavitviji odraslih rib (generacija FO) 

 

preskusni kemikaliji v fazi razmni乞eVani a. Izpostavljenost se nadaljuje med razvojem in 

 

raznno乞eVanjem v generaciji Fl in izvalitviji v generaciji F2; preskus tako omo goa 

 

oceno strukturnih in aktivacijskih endokrinih piti. Pri razlagi konとnih toとk, povezanih z 

 

endokrinim sistemom, se lahko upirabi pristip, ki temelji na zanesljivisti dikazov. 

 

4. V preskus mira biti vkluとeno zadistno§ teVilo osebkov, da se zagotovi zadostna m iと za 

 

oceno kinとnih toとk, pomembnih za raznmo乞evne (glej Dodatek 3), obenem pa je treba 

 

poskrbeti, da je zaradi dobnobiti乞 iVali upirablj eno najmanj§e potrebno§ tevilo 乞 ivali. 

 

Glede na veliko§ tevilo uporabljenih preskusnih乞 ivali je pimembno, da se skrbni presidi 

 

potreba po preskusu glede na o bstojeとe podatke, ki乞 e lahki vsebujeji ustrezne informacije 

 

o§ tevilnih konとnih toとkah preskusa MEOGRT. Doloとeno pimoと v zvezi s tern je migoとe 

 

najti v ikviru OECD za presku§anje toksiとnosti za ribe (OECD Fish Toxicity Testing 

 

Framework) (1). 

 

5. Preskusna metida je bila oblikovana predvsem za prepoznavanje uとinkiv pisamezne 

 

snovi.亡e pa je potreben preskus zmesi, je treba preuとiti, ali bo zagotovil sprejemljive 

 

rezultate za predvideni regulativni namen. 

 

6. Pred zaとetkom preskusa j e pomembno imeti informacij e o fizikalno -kemij skih lastnostih 

 

preskusne kemikalije, zlasti da se omigoとi priprava stabilnih raztipin kemikalije. Pray 

 

tako je treba imeti ustrezno o bとutlivo analitsko metodo za prevenjanje kincentracij 

 

preskusne kemikalij e. 
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NACELO PRESKUSA 

 

7. Preskus se zaとne s tritedensko izpostavitvijo spolno zrelih samcev in samic (najmanj 12 

 

tpo) v parih za razmno乞eVan e, med katero se preskusna kemikalija vna§a v organizer 

 

star§evske generacije (FO) glede na njeno toksikokinetiとno o bna§anie. Cim bli司e prvemu 

 

dneとe trtega tedna se odvzamejo ikre, da se zaとne generacija Fl. Med vzrejo generacije Fl 

 

(skupaj 15 tednov) se ocenita valilnost in pre乞iVete. Poleg tega se odvzame vzorec rib 

 

pri 9. do 10. tpo za razvojne konとne toとke, drstenje pa se ocenjuje tri tedne od 12. do 14. 

 

tpo. Generacija F2 se zaとne po tretjem tednu od ocene razmno乞eVana in vzreja do konca 

 

izvalitve一 

 

MERILA ZA VE LLI VNOST PRSKUSA 

 

8. Uporabijajo se naslednja reniia za veljavnost preskusa: 

 

koncentracija raztopljenega kisika mora biti med celotnirn preskusornと 60 %nasiとe nostl z 

 

zrakom; 

 

srednja temperatura vode mora biti med celotnir trajanjem§ tudie med 24 in 26 oc. 

 

Kratkotrajna odstopanja od srednje vrednosti v posameznih akvarijih ne smejo presegati 

 

2。 c; 

 

srednja plodnost kontrol v vsaki generaciji (FO in Fl) mora biti ve可a od 20 iker na par na 

 

dan. Fertilnost vseh iker, odlo乞enih med oceno, mora biti veと kot 80-odstotna. Poleg tega 

 

mora 16 od prporoとenih 24 kontrolnih parov za razmno乞eV ani e (> 65 %) proizvesti veと 

 

kot 20 iker na par na dan; 

 

valilnost iker mora biti ? 80 % (povpreとno) v kontrolah (v vsaki od generacij Fl in F2); 

 

pre乞ivete po izvalitvi do 3 tpo in od 3 tpo do konca za generacijo Fl (tj. 15 tpo) mora biti 

 

と 80-odstotno (povpreとno) oziroma ? 90-odstotno (povpreとno) v kontrolah (Fl); 

 

na voijo rorajo biti dokazi, da so se koncentracije preskusne kerikalije v raztopini 

 

zadovoijivo vzdrevale v okviru士 20 % srednjih izmerjenih vrednosti. 

 

Kar zadeva temperaturo vode,と eprav to ni menilo za veljavnost, se ponovijeni vzorci v 

 

okviru tretiranja ne smejo sttistiとno raziikovati drug od drugega in tretirane skupine v 

 

okviru preskusa se ne smejo sttistiとno raziikovati druga od druge (na podlagi dnevnih 

 

meritev temperature in brez kratkotrajnih odstopanj). 

 

9. ceprav se lahko v boij izpostavljenih skupinah ugotovi zman ano razmno乞evane, je 

 

potrebno zadostno raznno乞evanie v vsaj tretji najboij izpostavljeni skupini in vseh mani 

 

izpostavljenih skupinah generacije FO, da se zapolnijo valilniki. Poleg tega je potrebno 

 

zadostno pre乞ivetie zarodkov v tretji najboij izpostavljeni skupini in manj izpostavlienih 
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skupinah v generaciji Fl, da se o mogoとi ocena konとnih toとk pri V zorとenu miadostnih 

 

osebkov (glej odstavka 36 in 38 ter Dodatek 9). Poleg tega je potrebno vsaj minimalno 

 

pre乞iVete po izvalitvi (~ 20-odstotno) v drugi najboij izpostavljeni skupini generacije Fl. 

 

To niso reniia veljavnosti kot taka, ampak priporoとila, da se o mogoとi izra&in pribli乞nih 

 

NOEC. 

 

l0.0亡 e je ugotovijeno odstopanje od meri! za veijavnost preskusa, je treba posiedice 

 

obravnavati glede na zanesijivost rezultativ preskusa ter ta odstopanja in razmisleke 

 

V kliuとiti v voroとiio o vreskusu. 

 

0P1S METODE 

 

Oprema 

 

li. 0bijna !aboratorij ska oprema in zlasti nas!ednje: 

 

(a) oksimetri in merilniki PH; 

 

(b) oprema za do!oとnje trdote in aikainosti vide; 

 

(c) ustrezne naprave za nadzir temperature in, pi mo乞nosti, stamni spremijanje; 

 

(d) akvariji iz kemijsko inertnih materialov in primerne prostornine glede na priporoとeno 

 

obremenitev in gostito rib (glej Dodatek 3); 

 

(e) ustrezno ntanとna tehtnica (ti. ntanとna na 0,5 mg). 

 

Vida 

 

12. Za preskusno yodo se lahko upirabi katera koli voda, v kateri preskusna vrsta ka加 

 

primerno dolgotrajno pre乞ivetje in rast. Kakovost vode mora biti vesと as trajanja preskusa 

 

konstantna. Za zagotovitev, da voda za red&nje ne bi neprimerno vpliva!a na rezultat 

 

preskusa (na primer s kompleksacijo preskusne kemikalije) ali§ kidljivo uとinkovala na 

 

produktivnost piemenskih rib, je treba vとa sovnih razmikih jemati vzorce za analizo. 

 

Menitve te乞kih kovin (npr. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), giavnih anionov in kationov (npr. Ca2, 

 

1g2+, Na, K, C!,s 042_), pesticidov, skupnega organskega ogljika in suspendiranih 

 

trdnih snovi je treba izvesti na primer vsakih gest mesecev, kadar se ve, da je kakovost 

 

vode za redとenje re!ativno konstantna. Nekatere kemij ske znaとilnisti sprejemijive vode za 

 

redとenje so navedene v Dodatku 2. Vrednost pH vode mira biti med 6,5 in 8,5, znotraj 

 

eneaa vreskusa va mora biti v obmoとiu士 0.5 pH enote. 

 

doio&ni. Za postavitev 

 

druge kemij sko inertne 

 

fliso 

 

Za namen tega preskusa 

 

Sistem izpostavijenosti 

 

13. Koncept in materiali, uporabijeni za sister izpistavljenosti, 

 

preskusnega sistema je treba uporabiti stekio, nerjavno jeklo ali 

 

materiale, ki med predhodnimi preskusi niso bili kontaminirani. 
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lahko primeren sister izpostavljenosti zajema kontinuiran pretoとni sister (4) (5) (6) (7) 

 

(8) (9) (10) (11) (12) (13). 

 

1-'reskusne raztoprne 

 

14. Osnovno raztopino preskusne kemikalije je treba v sister izpostavljenosti dovaj ati z 

 

ustrezno と rpalko. Pretok osnovne raztopine je treba pred zaとetkom izpostavljenosti umeriti 

 

v skladu z analitsko potrditvijo preskusnih raztopin in ga med preskusom redno 

 

Vo lumetriとno preverjati. Preskusna raztopina v vsaki korini se ustrezno obnavija (npr. 

 

najranj 5 izmenjav ko1iとine/dan do 16 izrenjav koliとine/dan ali pretok 20 ml/rin), 

 

odvisno od stabilnosti preskusne kemikalije in kakovosti vide. 

 

15. Preskusne raztipine izbranih koncentracij se pnipravijo z redとenjer osnovne raztopine. 

 

Osnovno raztopino je treba po mo乞nosti pripraviti preprosto z me§anjem ali stresanjem 

 

preskusne kemikalije v vidi za red&nje z uporabo mehanskih sredstev (npr. z re§anem 

 

in/ali ultrazvokom). Za pridobitev pnimerno koncentrirane osnovne raztopine se lahko 

 

uporabiji saturacijske kilone/sistemi ali metode pasivnega odmerjanja (14).亡i r bili si je 

 

treba prizadevati za neuporabo topil ali nosilcev, ker: (1) lahko nekatera topila povzroijo 

 

toksiとnost in/ali ne乞e1ene ali nepniとakovane odzive, (2) lahko presku§alje kerikalij fad 

 

njihovo vodotopnostjo (kar se lahko pogosto zgodi pri uporabi topil) privede di netoとnih 

 

doloとiteV uとinkvitih koncentracij, (3) lahko uporaba topil v dolgotrjn求ih preskusih 

 

privede do znatne stopnje razvoja bio丘lma, povezanega z mikrobno dejavnostjo, kar lahko 

 

vpliva na okoijske pogoje in zmo乞nost vzdr乞evnja koncentracij izpostavljenosti, ter (4) ob 

 

neobstoju preteklih podatkov, ki k吃可o, da topilo ne vpliva na rezultat§ tudie, uporaba 

 

topil zahteva kontrolno tretiranje s topilor, kar ira posledice za dobrobit乞i va1i, saj si za 

 

izvedbo preskusa potrebne dodatne乞i val. Za kemikalije, ki jih je te乞ko preskusiti, se lahko 

 

kit zadnja re§iteV uporabi topilo, priとeme r je treba za doloとitev njbolje metode 

 

upo§tevati S rernico OECD§ t. 23 za presku§ane toksiとnosti zahtevnih snovi in zresi v 

 

vidner okoiju (15). Topilo se izbere na podlagi kerijskih lastnosti preskusne kemikalije 

 

in razpolo乞ljivosti preteklih podatkov i upirabi topila.亡e se uporabijo topila kit nosilci, 

 

je treba pileg (negativnih) kontrol brez topila (sari vida za nedとeje) oceniti ustrezne 

 

kontro1e s topilor.亡e se uporabi topila ni rogoとe izogniti in se pojavi rikrobna 

 

dej avnost (razvoj biofilma), se red celotnir preskusom pniporia 

 

videntiraj e/spono'ane razvoja biofilma po akvarijih (vsaj tedensko). V idealnih 

 

razrenah bi morala biti koncentnacija topila konstantna v kontnoli s topilor in vseh 

 

preskusnih tretinanjih.亡e koncentracija topila ni konstantna, je treba v kontnoli s topilom 

 

uponabiti navi萄o koncentracijo topila v preskusner tretinanju. Kadar se uponabi topilo kit 

 

nosilec, navi萄e koncentracije topila ne srejo presegati 100 il/l ali 100 rg/i (15), 

 

pniporolivo pa je tudi, da koncentracija topila ostaneと im nija (npr.< 20 ii/i), da bi se 

 

izoanili rorebitneru uとinku toi,ila na izrerj ene konとne toとke (16). 
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Preskusne 乞i va1i 

 

Izbira in vzdrev可erib 

 

16. Preskusna vrsta je j aponska medaka Orノzias latipes, in sicer zaradi kratkega 乞 ivl enj skega 

 

cikia in mo乞nosti doloとitve genetskega spola. Ceprav se lahko podobnemu preskusnemu 

 

protokolu prilagodijo druge vrste majhnih rib, se posebne metode in opazovane konとne 

 

toとke, ki so podrobno predstavij ene pri tej preskusni metodi, uporabijajo sari za japonsko 

 

medako (glej odstavek 1). Medaka j e乞e pripravij ena za razmno乞evne v uie tni§tvu; 

 

objavijene so metode za njeno gojenje (17) (18) (19), poleg tega so na voijo podatki iz 

 

preskusov v zvezi s kratkoroとno smrtnostjo, zgodnjo 乞 iv1jensko fazo in celotnim 

 

乞 ivlenjskim cikiom (5) (6) (8) (9) (20). Za vse ribe veija svetlobni cikel, v katerem 

 

svetioba traja 16 ur, tema pa 8 ur. Ribe se hranijo z乞 ivimi navpliji solinskih rakcev vrste 

 

Arteria, ki se lahko po potrebi dopolnijo s brano v kosmiとih, ki je na voijo na trgu. 'rano 

 

v kosmiとih. ki je na voijo na trau, je treba redno anaizirati alede rrisotnosti onesn吃eval. 

 

17.亡e se upo§teV可o ustrezne ribogojske prakse, poseben protokol gojenja ni potreben 

 

Medake se lahko na primer gojijo v dvolitrskih akvarijih z 240 larvalnimi ribami na akvarij 

 

do 4. tpo, nato se lahko gojijo v dvolitrskih akvarijih z 10 ribami na akvarij do 8. tpo, nato 

 

pa se v parih za razmno乞evaje prenesejo v dvolitrske akvarije. 

 

4 klim atiz可ain izbira万b 

 

18. Preskusne ribe je treba izbrati iz enega samega laboratorijskega s tale乞a, ki se je vsaj dva 

 

tedna pred preskusom aklimatiziral v podobnih pogojih kakovosti vode in osvetljenosti, kot 

 

so tisti, ki se uporabijo v preskusu (opomba: to obdobje aklimatizacije ni in situ obdobje 

 

pred izpostavljenostjo). Priporolivo je, da se preskusne ribe odvzamejo iz internega 

 

goji§とa, saj je prestavijanje odraslih rib stresno in lahko vpliva na zanesljivo drstenje. Ribe 

 

je treba v celotnem obdobju vzdrevja in med fazo izpostavljenosti hraniti dvakrat na 

 

dan z navpliji solinskih rakcev, ki se po potrebi dopolnijo s hrano v kosmiとih, ki je na 

 

viljo na trgu. Za zaとetek tega preskusa in zagotovitev ustreznega § teVila pon ovitev je 

 

potrebnih najmanj 42 parov za razmno乞evan e (54 parov za razmno乞evanje, 'e je potrebna 

 

kontrola s topilom, delno zaradi nepopolnih preteklih podatkov za podporo uporabi sari 

 

kontrole s topilom). Poleg tega je treba za vsak par za razmno乞evanie iz generacije FO 

 

preveriti, da je XX-XY (ti. obiajni par spolnih kromosomov pri vsakem spolu), da se 

 

p revre'i morebitna vk1iuとitev si,ontanih XX-samcev (glei odstavek 39'). 

 

19. Med fazo aklimatizacije je treba evidentirati pogine pri gojenih ribah in po 48-urem 

 

obdobju prilagajanja uporabiti naslednja merila: 

 

veと kot il-odstotna smrtnost gojene populacije v sedrih dneh pred prenosor v preskusni 

 

sister: celotna senja se zavrne 
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od 5- do li-odstotna smrtnost populacije v sedmih dneh pred prenosom v preskusni 

 

sister: dvotedensko obdobje aklimatizacije se poda1§a za dodatnih seder dni;とe je v teh 

 

dodatnih sedmih dneh smrtnost veja od 5 %, se celotna senja zavrne; 

 

mani kit 5-odstotna snirtnost populacije v sedmih dneh pred prenosom v preskusni sister: 

 

senja se sprejme. 

 

20. Ribe se v dvotedenskem obdobju aklimatizacije pred preskusim in v obdobju 

 

izpistavljenosti ne smejo zdraviti zaradi bolezni, zdravljenju bilezni pa se je treba pi 

 

mo乞nosti popolnoma izogniti. V§ tudji se ne smejo uporabiti ribe s k1iniとnimi znaki 

 

bolezni. Voditi je treba evidenco ipa乞anj in kakr§nih koui profilaktiとnih ali terapevtskih 

 

zdravljenj bolezni v obdobju gojenja pred preskusom. 

 

21. Fazo izpistavljenosti je treba zaとeti s spolni dimorfnimi odraslimi ribami z dolo&nim 

 

genetskim spolim iz laboratorij ske zaloge razmno乞evalno zrelih乞 iVali, gij enih pri 

 

25士 2。 C. Ribe mirajo biti v tednu pred izpistavljenostji opredeijene kit dokazane 

 

plemenske ribe (ti. so 乞e pnoizvedle viabilne potimce). Za celotno skupino rib, 

 

uporabijenih v preskusu, je treba te乞e posameznih rib po spolu na zaとetku preskusa 

 

V zdreVati v obmoju士 20 %a ritmetiとne sredine te乞e istega spola. Pred preskusom je 

 

treba stehtati podvzorec rib, da se oceni srednja te乞a. Izbrane ribe morajo biti najmanj 

 

12 tpo, samice morajo tehtati? 300 mg, samci pa ? 250 mg. 

 

NACRT PRESKUSA 

 

Preskusne koncentracije 

 

22. Priporoとa se uporaba petih koncentracij kemikalije in kintril. Pri izbiri ob mi可a 

 

preskusnih koncentracij je treba upi§tevati vse vire infirmacij, vkljuとno s kvantitativnimi 

 

razmerji med strukturi in aktivnostji (QSAR),na vzkni乞nim branjem iz podobnih 

 

preskusov, rezultati preskusov pri ribah, kit si preskusi akutne smrtnisti (piglavje C. i te 

 

priioge), kratkitrajni preskus razmni乞evanja rib (pogiavje c.48 te priloge) in druge 

 

preskusne metode, npr. poglavja C.i5,C .37, C.41,C .47 ali c.49 te priloge (21) (22) (23) 

 

(24) (25) (26),とe si na volji, ali pi pitrebi iz preskusa za doloとanje obmoja, ki po 

 

m o乞nosti vkljuとuje fazo razmno乞eVanja. Preskus za doloとanje obmoja se po potnebi lahko 

 

izvede pid pidibnimi pigoji (kakovost vide, preskusni sister,§ tevilo 乞i vali), kit se 

 

upirabiji za konとni preskus.亡 e je treba uporabiti topilo in pretekii podatki niso na viljo, 

 

se lahki za ipredelitev pnirernosti topila upirabi preskus za diloとanje obri可a. N可vi§ja 

 

preskusna kincentracija ne sme preseとi topnisti v vidi, 10 mg/i ali i/il 96h-Lc50 (27). 

 

N可nija koncentracija mora biti za 10- do 100-krat ni司a od njVi萄e koncentracije. 

 

Uporaba petih koncentracij v ter preskusu omogoとa ne sari menitev razmerja med 

 

idmerkom in idzivom, ampak zagotavlja tudi n可niji koncentracijo z opa乞enim uとinkm 

 

(L0EC) in NOEC, ki sta D otrebni za oceno tveaania v nekatenih reaulativnih Dnoaramih ali 
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jurisdikcijah. Na s p1o§no je faktor razmika med nominalnimi koncentracij ami preskusne 

 

kemikalije med sosednjimi stopnj ami tretiranja S 3,2. 

 

Ponovijeni vzorci v okviru tretiranih skupin in kontrol 

 

23. Uporabiti je treba najmanj§es t ponovitvenih preskusnih komor na preskusno koncentracijo 

 

(glej Dodatek 7). Med fazo razmno乞eVa a (razen generacije FO) se ponovitvena struktura 

 

podvoji za oceno plodnosti, vsak ponovijeni vzorec pa ira sari en par za razmno乞eVane 

 

(glej odstavek 42). 

 

24. Poleg preskusnih koncentracij je treba izvesti tudi kontrolo z vidi za redとene in p0 

 

potrebi kontrolo s topilom. Upirabiti je treba podvojeno§ tevilo ponovitvenih komor za 

 

kontrole, da se zagotovi ustrezna s ttistiとna moと (ti. za kontrole je treba uporabiti vsaj 

 

12 ponovijenih vzorcev). V fazi razmno乞evanja se§ tevilo ponovijenih vzorcev v kontrolah 

 

podvoji (ti. najmanj 24 ponovijenih vzorcev, vsak ponovljeni vzorec ira sari en paritveni 

 

par). Po razmno乞evanju lahko kontrolni ponovijeni vzorci vsebujejo njveと 20 zarodkiv 

 

(rib). 

 

POSTOPEK 

 

Zaとetek preskusa 

 

25.S po1no aktivne idrasle ribe, uporabijene za zaとetek generacije FO za preskus, se izberejo 

 

na podlagi dveh menii: starosti (obiと可no veと kot 12 tpo, vendar se priporoとa, da ne veと 

 

16 tpo) in te乞e (ki mira biti? 300 mg za samice inと 250 mg za samce) 

 

26. Pari samic in samcev, ki izpilnjujejo zgornje speci丘kacije, se kot pisamezni pari 

 

prenesejo v vsak ponovitveni akvarij, ti. 12 ponovljenih vzorcev v kontrolah in§es t 

 

ponivijenih vzorcev v tretiranjih s kemikahjo na zaとetku preskusa. Ter akvarijem se 

 

nak1uとno dodelita tretirana skupina (npr. Ti-TS in kontrola) in pinovijeni vzorec (npr.A - 

 

L v kintrolah in A -F v tretirani skupini), nati pa se vstavijo v sister izpostavljenisti z 

 

ustreznim tokom v vsak akvarij. 

 

Pogoji izpostavljenosti 

 

27. Celotni povzetek parametrov in pigojev preskusa je na voiji v Dodatku 3. Ob upo§tevanu 

 

teh specifikacij bi morale imeti kontrolne ribe vrednosti konとnih toとk podobne tistim, ki so 

 

navedene v Dodatku 4 

 

28. Med preskusom je treba meriti raztipljeni kisik, pH in temperaturo v vsaj eni preskusni 

 

posodi vsake tretirane skupine in kontrole. Te meritve, razen temperature, je treba izvesti 

 

vsaj enkrat tedensko v celitnem obdobju izpostavljenisti. S rednja temperatura vode med 

 

celitnim trajanjem§ tudie mora biti med 24 in 26。C . Temperaturo je treba meriti vsak dan 
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v celotnem obdobju izpistavljenosti. Vrednost pH vide mira biti med 6,5 in 8,5, znitraj 

 

enega preskusa pa mira biti v ibmi可u + 0,5 pH enite. Ponovijeni vzirci v ikviru 

 

tretiranja se ne smeji s tatistiとni raziikivati drug id drugega in tretirane skupine v ikviru 

 

preskusa se ne smejis ttistiとno raziikivati druga id di-uge (na pidlagi dnevnih meritev 

 

temperature in brez kratkotrajnih idstipanj). 

 

I rajanje izpostavljenosti 

 

29. V preskusu si spolno aktivne ribe iz generacij e FO izpostavlj ene tri tedne. Vとe trtem tednu 

 

se pribii乞ni na 24. dan preskusa vzpostavi generacij a Fl, pari za razmni乞evan e generacij e 

 

FO pa se humani usmrtiji, priと emer se evidentirata te乞a in dii乞ina (giej idstavek 34). 

 

Temu siedi izpistavljenist generacije Fl dodatnih 14 tedniv (skupaj 15 tedniv za 

 

generacij i Fl) in generacij e F2 dva tedna di izvalitve.S kupni traj anj e preskusa je v 

 

giavnem 19 tednov (ti. di izvaiitve generacije F2).亡a sivni okviri za preskus si prikazani 

 

v Drealedrnci 2 in vodribneie DII asnieni v Dodatku 9. 

 

Naとin hranjenja 

 

30. Ribe se iahki hraniji s silinskimi rakci vrste Arteria (24 ur starimi navpliji) ad libitum, ki 

 

se lahki pi potrebi dipilnijo s hrani v kosmiとih, ki je na viiji na trgu. 'rani v kismiとih, 

 

ki je na viljo na trgu, je treba redno anaiizirati giede prisitnisti inesna乞eVai, kit so 

 

irganokiiriii pesticidi, pi1icik1iとni aromatski igijikividiki (PAl) in piiikiorirani bifenili 

 

(PCB). Izigibati se je treba hrani z visoko ravnji endokrinih aktivnih snivi (ti. 

 

fitiestrigenov), ki bi iahko igrozila odziv preskusa. Nezau乞iti hrani in iztrebke je treba 

 

idstraniti iz preskiisnih pisid v skiadu z zahtevami, npr. s previdnimと i§とenem dna 

 

posameznega akvarija z upirabo sesamne natege. Enkrat ali dvakrat na teden je treba iとistiti 

 

tudi stranice in dni vsakega akvarija (npr. s krtaとenjem). Primer とa sovnega razpireda 

 

hranj enj a je v Didatku 5.S tipn a hranj enj a temeij i na§ tevilu rib na pinovij eni vzirec in 

 

se ti-ej zman§a v primeru piginiv v pinovijenem vzorcu. 

 

Analitsko doloとa可e in meritve 

 

31. Pred za&tkom ibdibja izpistavljenisti je treba zagitiviti ustrezni delivanje sistema za 

 

dovajanje kemikaiije. Vzpostaviti je treba vse potrebne anaiitske metode, vkijuとno z 

 

zadistnim znanjem i stabilnosti kemikalije v preskusnem sistemu. Med preskusim se 

 

koncentracije preskusne kemikaiije diliとji v ustreznih とas ivnih razmikih, po mo乞nisti 

 

vsaj vsak teden v ener ponovljenem vzircu za vsaki tretirani skupini, priと emer se vsak 

 

teden ritira med pinivljenimi vzirci iste tretirane skupine. 

 

32. Med preskusim je treba vと asovnih razmikih ustrezni preverjati pretok razredとila in 

 

isnivne raztopine (npr. najmanj trikrat tedenski). Pripiriとリivi je, da rezultati temeijiji na 

 

izmerjenih koncentracijah.亡e pa se je kincentracija preskusne kemikaiije v raztopini 

 

zadiviijivi vzdrevala znitraj + 20 % srednjih izmerjenih vrednisti vesとa s preskusa, 
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lahko rezultati temeljij o na nominalnih ali izmerj enih vrednostih. V primerl kemikalij, ki 

 

se opazno kopiiO v ribah, se lahko preskusne koncentracije zni珂o, ko ribe zrastejo. V 

 

takih primerih je priporoとl ivo, da se v vsaki korini prilagodi stopnja izmenjave preskusne 

 

raztopine, da bi preskusne koncentracije ostaleと im bili konstantne. 

 

upazanja in izmeワene koncne (icke 

 

33. Izmerjene konとne to&e za oceno mo goとih uとinkoV na ravni populacije vkljuとu可o 

 

plodnost, fertilnost, izvalitev, rast in pre乞iVete. Vsak dan je treba opazovati tudi o bna§anie 

 

in zabele乞iti vsako neobiano o bna§ane. Druge m ehanistiとne konとne toとke vklju&ijejo 

 

mRNK vtg ali ravni proteina VTG v jetrih z imunolo§kim preskusom (28), spolne 

 

fenotipske o znaとevalce, kit so znaとilne papile na predrepni plavuti pri samcih, histolo§ko 

 

oceno gonadnega spola in histiptolo§ko oceno ledvic, jeter in spilnih乞 lez (glej seznam 

 

konとnih toとk v preglednici 1). Vse te specifiとne kinとne to&e se oceniji v okviru dolo&tve 

 

genetskega spola posameznega isebka na podlagi pnisotnosti ali odsitnosti gena za 

 

doloとiteV mo§kega spola dry pri medaki (glej odstavek 41). Poleg tega se oceni tudiと as za 

 

drstenje. Na podlagi informacij iz§ teta papil na predrepni plavuti se lahko izpeljejo mdi 

 

preprosta fenotipska razmerja med spoloma, da se posamezne medake fenotipsko 

 

opredelijo kot samci ali samice. Za to preskusno metodo se ne priとakue, da bodo z nio 

 

zaznana majhna odstopanja id priとakovanega razmerja med spoloma, ker razmerima 

 

majhno§ teVilo rib na ponovijeni vzorec ne bo zagotovilo zadostne statistiとne miとi. Pray 

 

taki se med histoptolo§ko oceno oceniji spolne乞 leze in izvedejo veliko moとnej§e analize 

 

za iceno fenotipa sDolnih乞 lez v okviru g enetskega sDola. 

 

34. Glavni namen te preskusne metode je oceniti morebitne uとinke preskusne kemikalije, ki so 

 

pomembni za populacijo. Tudi m ehanistiとne konとne toとke (VTG,SS Z in nekateri uとinki 

 

na histopatolo§ke spremembe spolnih乞 lez) lahko pomagajo pri ugotovitvi, ali endoknino 

 

delivanje s pro乞i kakr§en kili uとinek. Vendar pa lahki na te mehanistiとne konとne toとke 

 

vplivajo tudi sistemske in dnuge toksi6nosti. Zato se lahki podrobno ocenijo tudi 

 

histipatolo§ke spremerbe jeter in ledvic, da bi bolje razumeli kakr§ne koli odzive v 

 

rehanistiとnih konとnih toとkah.亡 e se te podribne ocene ne izvedejo, je treba§ e vedno 

 

sporo'iti veje nepravilnosti, nakljuとno ugotovljene med histoptolo§ko 

 

zabele乞iti in 

 

oceno. 

 

Hlmm n a"SmrIiler r訪 

 

35. Ob konとan izpostavljenosti generacij FO in Fl, ko se vzamejo podvzirci rladostnih 

 

osebkov, je treba ribe evtanazirati s prireruimi koliとinami raztipine za anestezijo (npn. 

 

tnikain retan sulfonat, 1S-222 (§t.CAS 886-86-2, 100-500 rg/i), pufran s 300 mg/l 

 

NaHCO3 (natrijev bikarbonat,§ t.CAS 144-55-8)), da se zmanj§a dra乞ene sluznice. Ce so 

 

pri ribah vidni znaki precejnega trpljenja (zelo hudi trpljenje, pigin je mogoとe zaneslj ivo 

 

napovedati) in se obravnavajo kot urirajo&, je tneba乞 ivali anestezirati in evtanazirati ten 
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jih za analizo podatkov obravnavati kit smrtne primere. Kadar se ribe evtanazirajo zaradi 

 

obolevnosti, je to treba zbe1e乞iti in s poroとiti. Odvisni id tega, kdaj med§ tudijo si ribe 

 

evtanazirane, se lahko zadriji za histopati1o§ki analizi (丘ksiranje rib za morebitno 

 

histopatologij i). 

 

Ravnanje z ikrami in larvalnimi ribaIlli 

 

ldvzem iker odparov za rz1lm吃eva可eza r1zlm o乞itv naslednje generac加 

 

36. Ikre se odvzamejo prvi dan (ali po potrebi prva dva dneva) 4. tedna preskusa za prehod z 

 

generacij e FO na generacij o Fl in 18. tedna preskusa za prehod z generacij e Fl na 

 

generacijo F2. 18. teden preskusa ustreza generaciji Fl, odraslim ribam 15 tpo (tednov po 

 

oploditvi). Pomembno je, da se dan pred zaとetkom odvzema iker odstranijo vse ikre iz 

 

vsakega akvarija, s &mer se zagotovi, da so vse ikre, odvzete id para za raznno乞evanj e, iz 

 

enega drstenja. Pi drstenju samice medake vと asih ikre nosijo bizu zadniとne odprtine, 

 

dokler iker ni mogoとe o dlo乞iti na substrat.亡 e v akvariju ni substrata, je mo goとe ikre najti 

 

pritrjene na samico ali na dnu akvarija. Odvisno id tega, kje si, se ikre bodisi previdno 

 

odstranijo s samice bodisi izsesajo z dna v 4. tednu preskusa pri generaciji FO in 18. tednu 

 

preskusa pri generacij i Fl. Vse ikre, odvzete v okviru tretiranj a, se pred razdelitvijo v 

 

inkubacijske komore zdruijo. 

 

37. Filamente iker, ki povezujejo od1o乞ene ikre, je treba odstraniti. Oplojene ikre (do 20) se 

 

odvzamejo id vsakega para za razmno乞eva可e (1 par na ponovljeni vzorec), zdruio po 

 

tretiranjih in s istemtiとno razdelijo v primerne inkubacijske komore (dodatka 6 in 7). Z 

 

zelo kakovostnim stereomikroskopom je mogo'e videti znake zgodnje oploditve/razvoja, 

 

kit si dvig oploditvene membrane (horija), delitev celic ali oblikovanje blastule. 

 

Inkubacij ske komore se lahko vstavij o v loとene ,inkubacij ske akvarij e', vzpostavlj ene za 

 

vsako tretiranje (v taker primeru je treba v njih meriti parametre kakovosti vide in 

 

koncentracije preskusne kemikalije), ali v ponovitveni akvarij, v katerem bodo izvaljene 

 

1iとinke (npr. zanod z me§iとkom).亡 e je potreben drugi dan odvzema (23. dan preskusa), je 

 

treba zdruiti vse ikre obeh dni in jih nato sistematiとno porazdeliti v vsakega od 

 

ponovlienih vzorcev tretirania. 

 

G可e可eiker do izvalitve 

 

38. Oplojene ikre se stamni me河0 , npr. z zraとnimi mehurとki v inkubatorju za ikre ali 

 

na vpiとnim nihanjem inkubatorja za ikre. Vsak dan se preverja in evidentira smrtnost 

 

oplojenih iker (zanodkov). ldmnle ikre se odstranijo iz inkubatorjev (Dodatek 9). 7. dan po 

 

oploditvi (dpi) se me§ane ustavi ali zmalja, da se oplojene ikre usedejo na dno 

 

inkubatorja.S tern se spodbudi izvalitev, ki se obijno zgodi naslednjega dnc ali v 

 

naslednjih dveh dneh. Za vsako tretiranje in kontrolo se pre§tjjo izvalj ene liとinke (miade 

 

1iとinke; zanod z me§ iとkom) (na rodlagi zdru乞itve p onovlienih vzorcev).Opl oiene ikre. ki 
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se ne izvalijo do dvakratnika srednjega dne izvalitve v kontrili (obi阿no 16. ali 18. dpi) 

 

se§ t可可i za neviabilne in se zaVr可i. 

 

39. V vsak ponovitveni akvarij se prenese dvanajst izvaljenih liとink. Izvaljene 1とinke iz 

 

inkubacijskih komor se zdruii in sis tematiとno razdeliji v ponovitvene akvarije 

 

(Dodatek 7). Ti je m igiとe stiniti tako, da se izvaljene 1iとinke n akljuとni izberejo iz 

 

tretirane skupine in nati nediskniminatinno zapiredima dodajaji v ponovitvene akvanije. 

 

Vsak akvarij mira vsebivati enaki§ tevilo (n = 12) izvaljenih 1iとink (vsak naj 

 

20 1iとink). Ce ni dovilj izvaljenih liとink za zapolnitev vseh pinivijenih vzircev tretiranja, 

 

je pripiroliVo zagotoviti, da iraと im veと pinovijenih vzorcev 12 izvaljenih liとink. Z 

 

liとinkai je mogoとe varni ravnati s stekienimi pipetami s§ iroki odprtino. Vse didatne 

 

izvalj ene liとinke je treba humano usmrtiti z anestetikom. V nekaj tednih pred 

 

vzpostavitviji panov za razmno乞eVane je treba evidentirati dan, ko je v pisameznem 

 

pinovljenem vzircu ipaeni prvo drstenje. 

 

Vzpostavitev parov za razmno乞evane 

 

0ddip plavuti in dldtv gno如skega spola 

 

40. Genotipski spil z o d§とipim plavuti se doloとi od 9 do 10 tpo (ti. 12.-13. teden preskusa za 

 

generacijo Fl). Vse ribe v akvaniju se anestezirajo (z idibrenimi metodami, npr. IACUC), 

 

z zgornjega ali spodnjega konca repne plavuti vsake ribe pa se odvzame majhen vzorec 

 

tkiva za di1iとitev genitipskega spola osebka (29). Ribe iz pinovijenega vzorca se lahko 

 

namestiji v majhnih kletkah, po mo乞nosti ena na kletko, v ponovitvenem akvariju. 

 

Alternativno sta lahko v vsaki kletki dve ribi,とe ju je m igoとe razlikovati. Ena metida je, 

 

da se pri idvzemu vzorca tkiva razliとno o dre乞e repna plavut (npr. z zgirnjega ali 

 

sDodnieaa kinca reime DlaVuti〕. 

 

41. Genotipski spil medake se doloとi z identi丘ciranim in sekvenciranim genom (dry), ki se 

 

XY ne glede na fenotip, 

 

(31). 'z 

 

(DNK), 

 

na fenotip (30); 

 

nahaja na kromosomu Y. Pnisotnost dry ka乞e osebek z geni 

 

medtem ko idsotnost dry ka乞e isebek z geni XX ne glede 

 

vsakega dela o d§とiplj ene plavuti se ekstrahira deoksiribonukleinska kislina 

 

pnisotnost ali odsotnost dry pa se lahko doloとi z metodami veri乞ne reakcije s polimerazo 

 

(PCR) (glej Dodatek 9 v poglavju C.41 te priloge ali dodatka 3 in 4 v (29)). 

 

Vzpostavitev parov za rzllno乞eva可e 

 

42. Informacije i genotipskem spolu se upinabijo za vzpostavitev panov za razmno乞evanj e 

 

XX-XY ne glede na zunanji fenotip, ki se lahko spremeni z izpistavljenostji preskusni 

 

kemikaliji. Na dan pi doloとitvi genotipskega spola vsake nibe se iz vsakega ponovijenega 

 

vzorca nakluとno izbeneta dve fibi XX in dve ribi XY ten vzpostavita dva para za 

 

nazmno乞evane XX-XY. Ce v ponovijenem vzorcu ni bodisi dveh nb XX bodisi dveh rib 

 

XY, je treba ustrezne ribe pridobiti iz drugih ponovijenih vzoncev v okviru tretiranja. 
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Prednostna naloga je, da je v vsakem tretiranju in v kontrolah (24) priporoとeno § te vilo 

 

ponivitvenih parov za razmno乞eVane (12). Ribe zoとi tnimi nepravilnostmi (te乞aVe s 

 

plavalnim mehurjem, deformacije hrbtenice, izjemne raziike v velikosti itd.) se pri 

 

vzpostavljanju pariv za razmno乞evanje izkljuij0. V fazi razmno乞evanja za generacijo Fl 

 

mira vsak ponovitveni akvarij vsebovati le en par za razmno乞evalje. 

 

Vzorとe可e miadostnih osebkov in ocena konとnih tok 

 

Vzrぎe可erib,んniso vkllu昆nev pare za raz"mozeva可e 

 

43. Pi vzpostavitvi parov za razmni乞eVane se ribe, ki nisi bile izbrane za nadaljnje 

 

razmni乞eVan e, humano usmrtiji za meritev kin亡nih toとk pri mladostnih osebkih v 12.-

13. tednu preskusa (Fl). Izjemno pomembno je, da se z ribami ravna tako, da je pri 

 

posamezni ribi§e vedno mo goとe ugotoviti genitipski spil, dolo&n za izbiro pariV za 

 

razmni乞evan e. Vsi zbrani podatki se analizirajo v okviru genotipskega spola pisameznih 

 

rib. Vsaka riba se uporabi za razliとne meritve konとnih toとk, med drugim za: doliとitev 

 

stipenj pre乞ivetja mladiclmladistnih osebkov (7.-12.ノ13. teden preskusa (Fl)), rasti v 

 

dil乞ino (standardna dol乞ina se lahko izmeri, 'e j e bila repna plavut skraj§ ana zaradi 

 

v zir亡enja za analizo genetskega spola.S kupna dolina se lahki izmeri,亡e se za dniy V zorとi 

 

le del&k zgornjega ali spidnjega konca repne plavuti) in telesne te乞e (ti. mikra te乞a, 

 

osu§ena s pivnikim), mRNK vtg (ali VTG) v jetrih in papil na predrepni plavuti (glej 

 

preglednici 1 in 2). Upo§tevajte, da so za i zraとun srednje rasti v tretirani skupini potrebne 

 

tudi te乞e in dol乞ine parov za razmno乞eVanie. 

 

Vzrぎe可elkかαin meritev vitelogenina 

 

44. Jetra se do meritev niRNK vtg (ali VTG) secirajo in shranijo pri S -70。 C. Rep ribe, 

 

v kljuとno s predrepno plavutji, se shrani v ustreznem fiksativu (npr. Davidsonovem) ali 

 

fotografira, tako da je mogiとe pozneje pre§teti papile na predrepni plavuti. Po乞e lji se 

 

lahko soとas no vzirとijo in shranijo druga tkiva (ti. spolne 乞 leze). Koncentracijo VTG v 

 

jetrih je treba kvantificirati s homologno tehniko E LISA (glej priporoとene postopke za 

 

medako v Dodatku 6 in poglavjuC .48 te priloge). Agencija U.S EPA je vzpostavila tudi 

 

metide za kvantificiranje mRNK vtg, ti. ekstrakciji mRNK gena vtg I iz vzorca jeter in 

 

kvantificiranje§ tevila kopij gena vtg I (na ng skupne mRNK) s kvantitativno metodo PCR 

 

(29). Namesto do1oとitve§ tevila kopij gena vig v kontrolnih in tretiranih skupinah je virom 

 

bili prijazna in tehniとno ne tako te乞avna metoda do1oとiteV relativne (stopenj ske) 

 

svremembe v izra乞aniu "tu I v kontrilnih in tretiranih skuDinah. 

 

Seんdre spolne z1ad玩osti 

 

45. Vo biとajnih oko1i§とinah imaji samo spolno zreli samci medake papile, ki se razvijejo na 

 

plo§とicah nekaterih plavutnic predrepne plavuti kot sekundarna spolna znaとilnist in so 

 

lahko potencialni bio oznaとeva1ec za mitnje endokrinega sistema. Metida § teta papil na 

 

533 

 



D060575102 

 

predrepni plavuti (§teVi1o plo§とic s papilami) je navedena v Dodatku 8.S tevi1o papi! na 

 

predrepni plavuti na posamezni osebek se uporabi tudi, da se navedeni osebek glede na 

 

zunanji fenitip kategirizira kit samec ali samica za namen i zraとuna prepristega razmerja 

 

med spoloma v ponovljenem vzorcu. Medaka, pri kateri§ tevi!i presega 0, je ipredeijena 

 

kit samec; medaka, pri kateri je§ tevi!i papi! na predrepni plavuti 0, je ipredeijena kit 

 

samica. 

 

Ocena plodnosti in fertilnosti 

 

46. Plidnist in fertilnist se v generaciji FO icenjujeta id 1. di 3. tedna preskusa, v generaciji 

 

Fl pa id 15. do 17. tedna preskusa. Ikre se pri vsakem paru za razmno乞evanje idvzemaji 

 

vsak dan 21 zaporednih dni. Ikre se vsaki jutri ne乞ni odstraniji z ujetih samic miau 

 

izsesaji z dna akvarija. Za vsak pinivitveni par za razmno乞evalje se vsak dan evidentirata 

 

p!idnost in fertilnist. P!idnost je ipredelj ena kit§ tevi1i o d1o乞enih iker, fertilnist pa je 

 

funkciina!no iprede!jena kit§ teVi1o iplijenih in viabi!nih iker v 'asu§ teta. Ikre je treba 

 

pre§tetiと irn prei pi idvzernu. 

 

47. Plidnist v pinovljenem vzircu se vsak dan evidentira kit§ tevi1i iker na par za 

 

razmno乞evanj e, ki se analizira s pripori&nimi s tatistiとnimi pistopki z upirabo srednjih 

 

vrednosti za ponivljeni vzorec. Fertilnist v pinivijenem vzorcu je vsota§ teVi!a fertilnih 

 

iker, ki jih priizvede par za razmni乞evane, de!j ena z vsoto§ tevi1a iker, ki jih proizvede ta 

 

par.S ttistiとni se fertilnist ana!izira kit dele乞 na ponivljeni vzorec. Valilnist v 

 

ponovljenem vzircu je§ teVilo izvaljenih !とink, deijeni s§ teVi1om vnesenih zarodkiv 

 

(ibiとjni 20).S tatistiとni se va!ilnist ana!izira kit de!e乞 na ponovljeni vzorec. 

 

Vzorとene odraslih rib in ocena konとnih toとk 

 

Vzre可erib, id so v切U昆nev pare za rlzmm吃eva可e 

 

48. Po 17. tednu preskusa (ti. pitem ki se je generacija F2 uspe§no zaとe!a) se idrasle ribe 

 

generacije Fl humano usnirtijo in ocenijo raz!iとne konとne toとke (glej preg!ednici i in 2). 

 

Predrepna p!avut se s!ika za iceni papi! na predrepni p!avuti (glej Dodatek 8) mIaui pa se 

 

rep takij za zadniとno idprtini odstrani in fiksira za pizne§e§ tete papi!. Ob tern se lahko 

 

po乞e !i vzarne vzorec de!a repne p!avuti in shrani za preverjanje genetskega spi!a (dry). 

 

Po pitrebi se !ahki vzarne vzorec tkiva, da se pinivi analiza dry za preverjanje 

 

genetskega spola posarneznih rib. Telesna votlina se odpre, da se imogoとi perfuzija z 

 

ustreznimi fiksativi (npr. Davidsonivirn), preden se ce!iten trup potopi v fiksativ. 亡 e pa se 

 

pred fiksacijo opravi ustrezna permeabilizacija, telesne vitline ni treba odpirati. 

 

1五stpatlogla 

 

Kot 

 

tern 

 

49. Pri vsaki ribi se histi!i§ki icenijo pati1o§ke sprernembe tkiva spolnih乞 1ez (30); (29). 

 

je navedeni v odstavku 33, lahko na druge rnehanistiとne kinとne toとke, icenjene v 
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preskusu (ti. VTG,SS Z in nekateri uとinki na histoptolo§ke spremembe spolnih乞le z), 

 

vplivajo sistemske ali druge toksiとnosti. Zato se lahko podrobno ocenijo tudi 

 

hi stopatolo§ke spremembe jeter in ledvic, da bi buje razumeli kakr§ne koui odzive v 

 

mehanistiとnih konとnih toとkah. Ce se te podrobne ocene ne izvedejo, je treba§e vedno 

 

zabele乞iti in s poroとiti veje nepravilnosti, nakluとno ugotovij ene med histoptolo§ko 

 

oceno. Ceprav se priporoとa upo§tevane smernic o histopatologiji (29), bi bili mogoとe 

 

pregledati in primerjati (,reading down') tretirane skupine z njvejim u亡inkom (v 

 

primerjavi s kontroll) in tretirane skupine brez uとinka. 0biと可no se vsi vzorci 

 

obdelajo/segmentirajo, nakar jih preuとi patolog.亡 e se uporabi tak primerjaini pristop 

 

(,read-down'), je treba navesti, da se pri postopku Rao-Scott Cochrane-Armitage by S 1ces 

 

(RS CAB S) uporablja priとakovanj e, da se s poVeとanjem odmerka poveとa tudi biolo§ki 

 

uとinek (patologija).亡e se torej prouとuje sari en velik odmerek brez kakr§nih koti 

 

vmesnih odmerkov, bomoと izgubtj ena.亡e s ttistiとna analiza ni potrebna za ugotovitev, da 

 

velik odmerek fira uとinka, poter je ta pristop lahko sprejemijiv. 'z te ocene se izpelje 

 

tudi fenotip spolnih乞 1ez. 

 

Druga pa乞α111α 

 

50.S preskusom MEOGRT se zagotovijo podatki, ki se lahko uporabijo (npr. pri pristopu, ki 

 

temeiji na zanesijivosti dokazov), da se soとasno ocenita najmanj dve splo§ni vrsti poteka 

 

ne乞elenega izida (AlP), ki se konとa z reproduktivno okvaro: (a) endokrine piti, ki 

 

vklju&ijejo motnje na endokrini osi hipotalamus-hipo丘za-spoine 乞 leze (HPG), ter (b) piti, 

 

ki povzrojo zmanjana pre乞ivetja, rasti (dol乞ina in te乞a) in razmno乞evania z 

 

neendokrino toksiとnostjo. V ta preskus so vkluとene tudi konとne toとke, ki se o biと可no 

 

merijo pri preskusih kroniとne toksiとnosti, kit sta preskus v celotnem乞 ivljenskem ciklu in 

 

preskus v zgodnjem乞 ivljenjskem obdobju, ter se lahko uporabijo za oceno nevarnosti, ki jo 

 

predstavljata neendokrino toksiとno delovanje in mehanizem endokrine toksiとnosti. Med 

 

preskusor je treba o bna§ane opazovati dnevno in zabele乞iti vsako neobiと可no o bna§ane. 

 

Poleg tega je treba evidentirati vsak p0gmn ter izraとunti pre乞ivete do izloとitve rib (6. do 

 

7. teden preskusa), pre乞ivete po iztoとitvi do vzorとena miadostnih osebkov (9. do li. tpo) 

 

in p re乞ivetie od vzpostavitve parov di vzorとenia odraslih rib. 

 

Generacij a 

 

Fl, F2 

 

Fl 

 

Fl 

 

Preglednica 1: Pregled kon亡nih to亡k preskusa MEIGRT* 

 

乞 v1ensko Ko nとna toika 

 

obdobj 

 

Zarodek Izvalitev (% inとas di izvalitve) 

 

(2 tpo) 

 

Iladica Pr乞iVetj e 

 

(4 tpo) 

 

Iladostni Pr乞iVeti e 
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FO, Fl 

 

Fl 

 

osebek Rast 

 

(9 ali 10 tpo) (dol乞in in te) 

 

Vitelogenin 

 

(niRNK ali protein) 

 

Se kundarne spolne zn式ilnsti 

 

(papile na predrepni plavuti) 

 

Zunanje razmerj e med spoloma 

 

Cas do 1. drstenja 

 

Odrasla riba Rzmno乞eVane 

 

(12 do 14 tpo) (plodnost in fertilnost) 

 

Odrasla riba Pr乞iVet e 

 

(15 tpo) Rast 

 

(dol乞in in te乞) 

 

Se kundarne spolne zn式ilnosti 

 

(papile na predrepni plavuti) 

 

Histopatologija 

 

(spolne 乞le ze, jetra, ledvice) 

 

*Te knとne toとk je treba s ttistiとno analizirati. 

 

preskus MEOGRT v preglednici 2 prikazuje preskus. Preskus MEOGRT 

 

15 tednov izpostavljenosti 

 

(F2) do izvalitve (2 tpo). 

 

izpostavljenosti odraslih rib generacije FO in 

 

CASOVNI 

 

51.亡asov ni okvir za 

 

vklju&ije 4 tedne 

 

generacije Fl ter obdobje izpostavljenosti druge generacije 

 

Dej avnost vとas u preskusa MEOGRT je povzeta v Dodatku 9. 
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Preglednica 2:亡asoVni okviri izpostavljenosti in meritev knとnih toとk za preskus MEOGRT 

 

亡asovni okvir izpostavijenosti in konるnih toるk za preskus MEOGRT 

 

2 3 4 

 

Odrasla riba 

 

Iladostni 

 

osebek 

 

2 3 4 5 6 7 8 9101112131415 

 

1 2 

 

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

Iladica 

 

Liとinka 

 

2 3 4 5 6 7 

 

0 
1 

 

Fl 
「十 

 

F2 

 

Jeden 

 

1uとno乞 iv1e可sko obdobje Zarodek 

 

Konとne tとk 

 

Plodnost Fi 

 

Fertilnost Fo 

 

Izva1itev Fi 

 

Pre乞iete Fi 

 

Rast Fo 

 

Vitelogenin 

 

S ekundame 

 

叩o血e 

 

Histopatologija 

 

V na&tu poskusaje 7 skupin 

 

ponovijenih vzorcev 

 

0 5 za tretiranja s preskusno 

 

kemikalijo 

 

o 2 za kontrolna tretiranja (4, & 

 

se uporabi topilo) 

 

Zasnova v skupim 

 

F2 

 

Fi 

 

1” ■ ． 

 

r1 

 

o 12 ponovljeiiih vzorcev za 

 

ra zmno 乞evan e, patologijo 

 

odraslih osebkov in SS Z 

 

(od 10. do 18. ted.) 

 

o 6 ponovljemh vzorcev za 

 

izvalitev, pr乞iete, Vtg; ter 

 

SS Z in rast pri miadostnih 

 

osebkih (od 1. do 9. ted.) 

 

SSZ: sekundarne spolne znaとi1nosti; ted.: 

 

tedi; 

 

Vte:M teloeelln 

 

F1 

 

F1 

 

Fl 
「十 

 

F
I
 

「」1 
「」1 

「」l 

 

preskusa 

 

2 3 4 5 6 7 

 

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

SP0R0CANE PODATKOV 

 

Statistiとna analiza 

 

52. Ker je genotipski spil doloとen za vse preskusne ribe, je treba podatke analizirati loとeno za 

 

vsak genotipski spil (ti. XY samce in XX samice). Brez tega se bo s tatistiとnam iと analize 

 

moとni zmanj§ala. Priporilivo je, da se pri statistiとnih analizah pidatkov upi§teVjo 

 

postopki, ipisani v dokumentu OECD z naslivom Se danji pristopi k statistiとni analizi 

 

podatkov i e kotoksiとnosti: smernice za uporabo (32). Dodatek 10 vsebuje nadaljnje 

 

smernice za statistiとno analizo. 

 

53. Na&t preskusa in izbira s tatistiとnih testov mirata zagotavljati ustrezno moとo pa乞aja 

 

bioli§ko pimembnih sprememb pri konとnih tiとkah, kier se piroとa i NOEC (32). 

 

Piriとanje i pomembnih kincentracijah z uとinkom in parametrih je lahko idvisni od 

 

regulativnega ikvira. Opredeliti je treba idstitek spremembe pri vsaki kinとni toとki, ki je 

 

pimemben za zaznavanje ali iceni. Piskus mora biti zasnovan taki, da ti imigiとa. Enak 

 

odstotek spremembe najverjetneje ne bi veijal za vse kinとne tiとke, poleg tega 
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izvedljivega poskusa najverjetneje ne bo mo goとe zasnovati tako, da bodo ta reniia 

 

izpolnj ena pri vseh konとnih toとkah, zato se je treba pri ustreznem naとrtoVaju poskusa 

 

osredotoとiti na konとne toとke, ki so pomembne za poskus.S tatistiとni diagram in smernice 

 

so na viljo v Dodatku 10; narnenjeni so pomoとi pri obdelavi podatkov in izbiri 

 

n可ustrezn可§ega statistiとnega testa ali modela. Lahko se uporabijo tudi drugi statistiとni 

 

pristipi, vendar le,とe so znanstveno uterneijeni. 

 

54. Vaniacije je treba v vsakem nizu ponovijenih vzorcev analizirati z analizo variance ali s 

 

postipki kontingenとne tabele ter na podlagi zgornje analize izbrati zadostne in ustrezne 

 

metode statistiとne analize. Da bi naredili veとkrtno primerjavo med rezultati pri 

 

posarneznih koncentracijah in rezultati kontrol, se za zvezne odzive pniporoとa uporaba 

 

regresij skega postopka (npr. testa po Jonckheere-Terpstraju). Kadar podatki niso skladni z 

 

monotonim odzivom na koncentracijo, je treba uporabiti Dunnettov test ali Dunnov test 

 

(pi ustrezni pretvorbi podatkov, 'e je to potrebno). 

 

55. Za ipredelitev plodnosti se ikre§ tj ej o dnevno, vendar se lahko analiziraj o kit skupno 

 

§ tevilo iker ali kit ponovljena meritev. Didatek 10 vsebuje podrobnosti o tern, kako se 

 

analizira ta konとna toとka. Za histoptolo§ke podatke, ki so v obliki ocen resnosti, je bil 

 

razvit flov s tatistiとni test, ti. Rao-Scott Cochran-Armitage by S lices (RSCABS) (33). 

 

ki se 

 

tretiranjih s kernikalijo, 

 

je treba o vseh kinとnih toとkah,o paenih pri 

 

razlikujeji od ustreznih kontrol. 

 

56. Poroとati 

 

bistveno 

 

Pomisleki o analizi podatkov 

 

Uporaba o gr吃enih stipe可 tretiranja 

 

57. Pri doloとanju, ali se oとita toksiとnist ka乞e pri ponovljenem vzorcu ali celotnem tretiranju, 

 

se obravnava veと dejavnikiv, ki jih je treba izkljuとiti iz analize.Oと itna toksiとnist je 

 

opredeljena kot > 4 smrtni primeni v katerem kili ponovljenern vzorcu med 3. in 9. tpo, ki 

 

jih ni m ogoとe pojasniti s tehniとno napaki. Drugi znaki iとitne toksiとnosti vkluとujo 

 

hemiragijo, nenirmalno obna§anje, nenirmalne nadine plavanja, anoreksijo in katere koli 

 

druge kliniとne znake bolezni. Za subletalne znake toksiとnosti bodo lahko potrebne 

 

kvalitativne ocene, ki jih je vedno treba izvesti za kontrolno skupino z yodo za nedとeje 

 

(sari 'ista vida).亡e je iとitna toksiとnost opazna pri najbolj ibremenjenih tretiranjih, je 

 

pripinoとli ivo. da se ta tretirania i zkliuとiio iz analize. 

 

Kontrole s topilom 

 

58. Uponabo topila je treba obravnavati le kit zadnjo mo乞nost, ki so bile ibravnavane乞e vse 

 

druge mo乞nosti divajanja kerikalije.亡e se uponabi topili, je treba skladno izvesti 

 

izvesti oceno potencialnih 

 

kontnolo z vidi za redとene. Ob koncu preskusa je 
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uとinkoV topila. Ocena se izvede s s tatistiとno primerj avo kontrolne skupine s topilom in 

 

kontrolne skupine z vidi za redとene. N可pomembne§e konとne toとke, ki jih je treba 

 

obravnavati v tej analizi, so dejavniki rasti (te乞a), saj lahki nanje vplivajo s plo§ne 

 

toksiとnosti. Ce se pri teh konとnih toとkah ugotovijis tatistiとno znaとilne razike med 

 

kontrolno skupino z yodo za redとe可e in kontrolno skupino s topilom, je treba za 

 

ugotovitev, ali je veljavnost preskusa o gro乞ena, uporabitin jbol§o strokovno presojo. Ce 

 

se dve kintrolni skupini razlikuj eta, je treba tretirane skupine, izpostavlj ene kemikaliji, 

 

primerjati s kontrolo s topilom, razen と e je znano, da je za乞elena primerj ava s kontrolo z 

 

vidi za redとenje.亡 e med dvema kontrolnima skupinama ni sttistiとno znaとi1ne razlike, se 

 

priporiとa, da se tretirane skupine, izpostavljene preskusni kemikaliji, primerjajo z 

 

zdru乞enima kontrolnima skupinama (kontrolno skupino s topilom in kontrolno skupino z 

 

vidi za redとenje), razen & je znani, da je zaelena le primerjava s kontrolno skupino z 

 

vidi za red&nje ali kintrolni skupino s tipilom. 

 

Poroとilo o preskusu 

 

59. V poroとilo i preskusu se v kljuijo pidatki, navedeni v nadaljevanju. 

 

Pres kusna んmikalUaゾizikalne たstnosti in, Jeje ustrezno,li ziんtno-kern弟んlastnosti; 

 

kemijski identi丘kacりski pidatki. 

 

S niv iz ene sestavine: 

 

fizi亡ni videz, tipnist v vidi in didatne pomembne丘 zikalni-kemij ske lastnosti; 

 

kemijski identi丘kaciski pidatki, kit so ire po nimenklaturi IUPAC ali ire CAS , 

 

§ tevilka CAS , koda po sistemu S 11LES ali identi丘kt0rju InCh', strukturna formula, 

 

と istost, kemij ska identiteta neとistiと, kit je ustrezno in praktiとni izvedljivi itd. (vkljuとni z 

 

vsebnostji organskega igijika,と e je to ustrezno). 

 

S niv z veと sestavinami, UVCB in zmesi: 

 

と im o bse乞ne a opredelitev lastnisti s kemijski identiteti (glej zgiraj), kvantitativnim 

 

pijavijanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi sestavin. 

 

Presんsna wsla了 

 

znanstveni ire, scv, & je na viiji, vir, metida zbiranja oplojenih iker in nadaljnje 

 

ravnanj e. 

 

Preskusni pogoji: 

 

ibdibj e osvetij enisti; 

 

na&t preskusa (npr. velikist, material in vidna prostornina kimir,§ tevili preskusnih 

 

kimir in ponovlienih vzircev.§ tevili izvaljenih liとink na ponovlieni vzorec); 
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metida priprave osnivnih raztipin in pigistist ibnavljanja (navesti je treba sredstvo za 

 

raztapljanje in njegivi kincentraciji,とe je upirabij eno); 

 

metida odmerjanja preskusne kemikalije (npr. rpalke, sistemi za redとene); 

 

analitski izkoristek metode in nominalne preskusne koncentracije, reja dolo'livosti, 

 

srednje izmerjene vrednosti in njihovi standardni odkioni v preskusnih posodah ter 

 

metida, pi kateri so bile pridobijene, in dokazi, da se meritve nan a河i na koncentracije 

 

preskusne kemikalije v dejanski raztopini; 

 

znaとilnosti vide za redとenje: pH, trdota, temperatura, koncentracija raztopljenega kisika, 

 

ravni preostalega kiora (とe si bile meri ene), skupni irganski ogijik (亡e je bil merjen), 

 

suspendirane trdne snivi (とe si bile merjene), slanist preskusnega medija (& je bila 

 

merjena) in druge izvedene meritve; 

 

niminalne preskusne koncentracije, srednje izmerjene vrednisti in njihovi standardni 

 

idkioni; 

 

kakivist vide v preskusnih pisodah: pi, temperatura (merjena vsak dan) in koncentracija 

 

raztoplj enega kisika; 

 

p idrobne informaciie i hranjenju (npr. vrsta hrane. vir. dana ki1iとina in riaostist〕. 

 

Rezultati. 

 

dikazi, da si kintrile izpilnjevale sp1i§na merila za veljavnist; 

 

pidatki za kintrilno skupini (in kintrili s tipilim, kadar se upirabi) in tretirano 

 

skupini, kit si izvalitev (valilnost inとa s di izvalitve) za Fl in F2, pre乞ivetj e pi izvalitvi 

 

za Fl, rast (dil乞ina in telesna te乞a) za Fl, genitip ski spil in raziikovanje med spoloma 

 

(npr. sekundarne spilne zna亡ilnosti na podlagi papil na predrepni plavuti in histiligije 

 

spilnih 乞 lez) za Fl, fenitipski spil za Fl, sekundarne spolne znaとilnosti (papile na 

 

predrepni plavuti) za Fl, mRNK vtg (ali pritein VTG) za Fl, histoptolo§ka ocena (spolne 

 

乞 leze, j etra in ledvice) za Fl in razmni乞evanj e (plidnist in fertilnost) za FO, Fl; (glej 

 

preglednici i in 2); 

 

pristip k s ttistiとni analizi (regresij ska analiza ali analiza variance) in obdelava podatkiv 

 

(uporabijeni s ttistiとni testi in mideli); 

 

kincentracija brez opaznega uとink (NOEC) za vsak ocenjeni idziv; 

 

njni笥a kincentracija z ip戒enim uとinkim (LOEC) ) za vsak icenjeni idziv (p = 0,05); 

 

ECX za vsak icenjeni idziv,とe je ustrezno, intervali zaupanja (npr. 90- ali 95-odstoti) in 

 

graf prilagoj enega modela, upirabij enega za i zraとun, naklin krivuij e odziva na 

 

kincentraciji, formula regresijskega modela, ocenjeni parametri modela in njihive 

 

standardne napake; 
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vsako odstopanje od te preskusne metode in odkioni od menii za sprejemijivost ter 

 

nazmisieki o morebitnih posiedicah za rezultat preskusa. 

 

60. Za rezultate meritev konとnih toとk je treba predstaviti srednje vrednosti in njihove 

 

standardne odkione (na podlagi ponovijenih vzorcev in koncentracij, 'e je mogoとe). 
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DODATEK i 

 

OPREDELITVE PO皿IOV 

 

Kemikalija: snov ali zmes. 

 

ELISA: encimski imunski test. 

 

Plodnost =§ tevilo iker. 

 

Fertilnost =§ tevilo viabilnih iker/plodnost. 

 

DO1ina do razcepa repne plavuti (FL): je dol乞ina od konice nosu do konca zajede med 

 

repnima plavutnicama in se uporabija za ribe, pri katerih je te乞ko doloとiti, kje se konぬ 

 

hrbtenica (www.fishbase.org). 

 

Valilnost = izvalj ene liとinke/§teVi1o zarodkov,v lo乞enih v inkubator. 

 

IACUC: odbor za varstvo in uporabo乞i vali v laboratorijskih poskusih (institutional Animal 

 

Care and Use Committee). 

 

Standardna 

 

hrbteniとnega 

 

doLina (SL): je dol乞ina ribe od konice nosu do posteriornega konca zadnjega 

 

vretenca ali posteriornega konca osrednjega dela hipuralne plo§とe, 

 

konとa hrbtenica. Ta meritev torej ne vklju&ije dol乞ine repne plavuti 

 

Skupna do1乞ina (TL): je dol乞ina od konice nosu do skrajnega del 

 

kier se 

 

rg). 

 

.fishbase.o 

 

sega rezna repne 

 

To je meritev, ki 

 

氏、 
巨 

 

plavuti in se o bijno izmeri tako, da sta renja stisnjena ob sredinski 

 

se izvede v ravniと rti in ne upo§teva oblike telesa (www.fishbase.org). 

 

I 

 

I 

 

I 

 

I 

 

standardna dd乞na 一ーー一ーー一ーー一一一ー一」 

 

Dd乞na do razcepa 

 

‘ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー skipna d I乞na 

 

Slika 1: Opis razliとnih uporablj enih dol乞in 
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ECx: (uとinkvita koncentracija za x-odstotni uとinek) je koncentracija, ki v primerjavi s 

 

kontrolo poVzroとi x-odstotni uとinek na preskusni organizer v danem obdobju 

 

izpo stavl enosti.EC5o je na primer koncentracija, pri kateri je ocenjeno, da bo imela v 

 

do1oとenem obdobju izpostavljenosti uとinek na konとno toとko preskusa pri 50 % 

 

izpostavlj ene populacije. 

 

Pretoとni preskus: preskus, pri katerem se preskusne raztopine med izpostavljenostjo 

 

neprekinj eno pretakajo skozi preskusni sister. 

 

Os HPG: os hipotalamus-hipo丘za-spoine 乞 leze. 

 

IUPAC: Mednarodna zveza zaとis to in uporabno kernijo. 

 

Stopna obremenitve: rokra te乞a rib na prostornino vide. 

 

N可ni司a koncentracija z o pa乞enim uとinkom (LOEC): je n可n i司a presku§ena 

 

koncentracija preskusne kemikalije, pri kateri se opazi, da ira kemikalijas tatisti亡no 

 

znaとilen uとinek (pri p < 0,05) v primerjavi s kontrolo. Vendar bi morale imeti vse preskusne 

 

koncentracije fad vrednostjo LOEC§ kodljiv uとinek, ki je enak ali ve可i od§ kod1iVega 

 

uとiiika,o paenega pri vrednosti LOEC.亡e teh dveh pogojev ni mo goとe izpolniti, je treba 

 

podrobno pojasniti naとin izbire vrednosti LOEC (in pos1ediとno NOEC).S mernice so zajete 

 

v dodatkih 5 in 6. 

 

Sredna smrtna koncentracija (LC50): je koncentracija preskusne kemikalije, za katero se 

 

oceni, da je med preskusom smrtonosna za 50 % preskusnih organizmov. 

 

Koncentracija brez opaznega uとin ka (NOEC): je preskusna koncentracija takoj pod 

 

vrednostjo LOEC, ki v primerjavi s kontrolo nima s ttistiとno znaとi1nega uとinka (p< 0,05) v 

 

danem obdobju izpostavljenosti. 

 

S11LES: sister za poenostavijen zapis strukture rolekul. 

 

Gostota rib:§ tevilo rib na prostornino vide. 

 

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, pre sku§ena s to preskusno metodo. 

 

UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali 

 

bio1o§ki materiali. 

 

VTG: vitelogenin je fosfolipoglikoprotein in predstopnja beijakovin j aとnega rumenjaka, ki 

 

se obi&ijno pojavi pri spolno aktivnih samicah vseh oviparnih vrst. 

 

TPO: tedni po oploditvi. 
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DODATEK 2 

 

NEKATERE KEMIsKE LASTNOSTI S PREJEMLJIVE VIDE ZA RDCENE 

 

Mej na 

 

koncentracij a 

 

5 mg/i 

 

2m帥 

 

i ig/i 

 

10F飢 

 

Sin飢 

 

Sin飢 

 

25 n飢 

 

i tg/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

ilOn帥 

 

ilOn帥 

 

ill fg/i 

 

5nov 

 

delci 

 

skupni organski ogijik 

 

neionizirani amoniak 

 

preostali klor 

 

skupni organofosforni pesticidi 

 

skupni organoklorni pesticidi in polikiorirani bifenili 

 

skupni organski klor 

 

aluminij 

 

arzen 

 

krom 

 

kobalt 

 

baker 

 

乞elezo 

 

svrnec 

 

nikelj 

 

cink 

 

kadmij 

 

乞ivo srebro 

 

srebro 
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DODATEK 3 

 

PRESKUSNI POGOJI ZA PRESKUS MEOGRT 

 

1. Pripiri&na vrsta Japonska medaka (Oryzias latipes). 

 

2. Vrsta preskusa Kontinuirani preto亡ni sister. 

 

3. Temperatura vide Niminalna temperatura pri preskusu je 25。C .S redja temperatura med 

 

celitriim preskusim v vsakem akvariju je id 24 di 26。 c. 

 

4. Kakivist isvetlitve F1uirescen亡ne sijalke (§iriki spekter in~ 150 luiriniv/m2) 

 

(~ 150 luksiv). 

 

16 ur svetlibe, 8 ur teme. 

 

6.S tipnja ibremenitve F0: 2 idrasla isebka!pinivljeni vzirec; Fl: z読ne se z njve亡 20 ikrami 

 

(zaridki)/pinivljeni vzirec, pri izvalitvi se zmanj§a na 12 

 

zaridkiv/pinivljeni vzirec, nati na dva idrasla isebka (XX-XY par za 

 

raz ni 乞evanje) pri 9. di 10. tpi za fazi razmni乞evanja. 

 

7. Najmanj§ a upirabna 1,8 1 (npr. velikist preskusne kimire: 18 x 9 x 15 cm). 

 

pristiniina preskusne kimire 

 

8. Izmenjave ki1i亡ine preskusnih Najmanj 5 izmenjav ki1i亡ine/dan do 16 izmenjav ki1i亡ine/dan (ali 

 

raztipin pretik 20 ml/min). 

 

9.S tarist preskusnih irganizmiv FO:> 12 tpi, vendar je pripirilj ivi, da ne ve亡 kit 16 tpi. 

 

na z読etku 

 

10.S tevi1i irganizmiv na F0: 2 ribi (par sarca in sanice); Fl: najve亡 20 rib (iker)/pinivljeni 

 

pinivljeni vzirec vzirec (iz pariv za raznni乞evanj e FO in Fl). 

 

11.S tevi1i tretiranj 5 tretiranj s preskusni keniikaliji in ustrezne kintrile. 

 

12.S tevi1i pinivljenih vzircev naNajmanj 6 pinivljenih vzircev na tretiranje za preskusni kemikaliji in 

 

tretiranje najmanj 12 pinivljenih vzircev za kintrili ter za kintrili s tipilim, & 

 

se upirabi (§tevili pinivljenih vzircev je pidvijeni v fazi 

 

raz ni乞evanja v Fl). 

 

13.S tevi1i irganizmiv na preskus Najmanj 84 rib v FO in 504 v Fl. (ce se upirabi kintrila s tipilim, 

 

pitem 108 rib v FO in 648 v Fl.) Enita, id se§ teje, je zaridek v fazi 

 

brez me§i亡ka. 

 

14. Naじin hranj enj a Ribe se braniji s silinskimi rakci vrste ArterIa (24 ur starinii navpliji) 

 

ad libitum, id se labki pi pitrebi dipilniji s brani v kismi亡ih, id je na 

 

vilji na trgu (primer na&ta branjenja za zagitivitev ustrezne rasti in 

 

razvija, da se pidpre zanesliivi raznni乞evanie, ie naveden v 
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Dodatku 6) 

 

Brez prezra&vanja, razen 亡e se raztipljeni kisik prib1i乞a< 60 % 

 

vrednisti nasi&nisti z zrakim. 

 

Cista piVr§inska vida, vida iz vidnjaka ali midelna razrd亡evalna vida 

 

ali dekiorirana vodovodna vida. 

 

V glavnem 19 tednov (od FO do izvalitve F2) 

 

Valilnist (Fl in F2); pr乞ivte (Fl, id izvalitve di 4. tpi (kinec 

 

ibdibja l亡ink/zaetek ibdibja mladice), id 4. do 9. (ali 10.) tpo 

 

(z式etek ibdibja mladice di ibdibja mladistnega isebka) in id 9. do 

 

15. tpo (obdobje miadostnega osebka do konca odraslega osebka)); rast 

 

(Fl, dil乞ina in te乞a pri 9 in 15 tpi); sekundarne spilne znailnisti (Fl, 

 

papile na predrepni plavuti pri 9 in 15 tpo); vitelogenin (Fl, mRNK vtg 

 

ali protein VTG pri 15 tpo); fenotipski spil (Fl, na podlagi histologije 

 

spilnih乞 lez pri 15 tpi); raz ni乞evan e (FO iii Fl, plidnist in fertilnist 

 

za 21 dni);亡 as di drstenja (Fl) in histipatiligija (Fl, spilne乞 leze, j etra 

 

iii ledvice pri 15 tpo). 

 

15. Prezra&vanj e 

 

16. Vida za red&nje 

 

17. Obdobje izpostavljenosti 

 

18.Bi ili§k kin亡ne ti亡k 

 

(primarne) 

 

19. Merila za veli avnost preskusa Raztipljeni kisik ? 60 % vrednisti nasi&nisti z zrakim; srednja 

 

temperatura vide id 24 do 26。 C med c elitiim preskusim; uspe§ni 

 

raz ni 乞evaneと 65 % sanic v kintrilah; srednja dnevna plidnist ? 20 

 

iker v kintrilah; valilnist ? 80-idstitna (pivpre亡ni) v kintrilah (v 

 

vsaki id generacij Fl in F2); pre乞ivete pi izvalitvi do 3. tpiと 80-

idstitna (pivpre亡ni) in id 3. tpi di kinca za generacijiと 90-odstotna 

 

(pivpre亡ni) v kintrilah (Fl), kincentracije preskusne kemikalije v 

 

raztipini je treba zadivilj ivi vzdrevati v ikviru + 20 % srednjih 

 

izmerienih vrednosti. 
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Dodatek 4 

 

SMERNI E 0 0BI AJNIH KONTROLNIH 'REDNOSTIH 

 

Navesti je treba, da te kontrolne vrednosti temeljijo na omejenem§ tevilu validacijskih§ tudi in se 

 

ahko spremenijo na podlagi nadaljnjih i zku§en. 

 

Rast 

 

Te乞ain dol乞ina se pri vseh V zorenih ribah izmerita pri 9 ali (10) in 15 tednih po oploditvi 

 

(tpo). Z upo§tevanem tega protokola bo pri6akovana mokra te乞a pri 9 tpo 85-145 mg za 

 

samce in 95-150 mg za samice. Pri&tkivana te乞a pri 15 tpo je 250-330 mg za samce in 

 

280-350 mg za samice.亡e praV lahko pri posameznih ribah obstajajo prec可na odstopanja 

 

od teh vrednosti, kontrolne srednje te乞e, ki bistveno odstopajo od teh razponov, zlasti ni勾e, 

 

k吃eo na te乞ave s branjenjem, nadzorom temperature, kakovostjo vode, bolezen ali 

 

kombinacijo teh dejavnikov. 

 

Izlノalitev 

 

Uspe§nost izvalitve v kontrolah je obiとano pribli乞no 90-odstotna, vendar tudi tako nizke 

 

vrednosti, kit je 80 %, niso neobi阿ne. Mani kot 75-odstotna uspe§nost izvalitve lahko ka加 

 

na nezadostno me§allie razvi可0とih se iker ali nezadostno skrb pri ravnanju z njimi, kot je 

 

nepravo'asna odstranitev odmrlih iker, zaradi 'esar se lahko razvijejo g1iviとne oku乞be. 

 

Preiivetje 

 

Stopne pre乞iveta do 3. tpo od izvalitve in po 3. tpo so obiと可no 90-odstotne ali vi可e pri 

 

kontrolah, vendar tudi tako nizke stopnj e pre乞ivet a v zgodnj ih乞 ivl enj skih fazah, kot je 

 

80 %, niso skrb vzbu可oとe. Mani kit 80-odstotne stopnje pre乞iveta v kontrolah so vzrok za 

 

zaskrbljenost in lahko k eo na nezadostnoと i§とene akvarija, ki vodi do izgube larvalnih 

 

rib zaradi bolezni ali zadu§ite zaradi nizkih ravni raztopljenega kisika. Vzrok za pogine so 

 

lahko tudi po§kodbe medと i§とe可em bazena in izguba larvalnih rib prek sistema odtekanja 

 

vode iz akvarija. 

 

Gen vitelogenin 

 

亡e prav se lahko absolutne ravni gena vitelogenin (vtg), izra乞enega kot kopije/ng celokupne 

 

mRNK, med laboratoriji zelo razlikujejo zaradi uporabijenih postopkov ali instrumentiv, 

 

mira biti dele乞 vtg pri kontrolnih samicah prib1i乞no 200-krat ve可i kot pri kontrolnih 

 

samcih. Niと neobi阿nega ni,じe to razmerje sega celo id 1 000 do 2 000, vendar pa so 

 

razmerja, mal事a od 200, sumljiva in lahko kaei na te乞ave z oku乞bo vzorca ali te乞ave z 

 

uporabijenim postopkom in!ali reagenti. 

 

Sek drle spolne znamosti 

 

Pri samcih je obi阿ni razpon sekundarnih spolnih znaとi1nosti, opredeijen kit skupni§ tevilo 
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segmentov papi! na p!avutnicah predrepne p!avuti, od 40 do 80 segmentov pri 9 do 10 tpo. 

 

Pri 15 tpo mora biti razpon pri kontrolnih samcih pribli乞no od 80 do 120 in O pri kontrolnih 

 

sarnicah. 'z nepojasnjenih razlogov nekateri sarnci v redkih primerih do 9. tpo nirnajo 

 

prisotnih papi!, ker pa vsi kontrolni samci razvijejo papile do 15. tpo, je vzrok za to verjetno 

 

zapozne! razvoj. Prisotnost papi! pri kontrolnih samicah kae na prisotnost XX-samcev v 

 

popu!acij i. 

 

XX-sanici 

 

0biajna pojavnost XX-samcev v ku!turi se zdi prib!i乞no 4-odstotna ali nija pri 25。 C, pri 

 

&mer se pojavnost zvi§ue z zvi§evanjem temperature.S pr可eti je treba ukrepe za 

 

zman nje de!e乞a XX-samcev v popu!aciji. Ker se zdi, da je pojavnost XX-samcev 

 

genetsko pogojena in torej dedna, je spremljanje s tale乞a, ki se goji, in zagotavijanje, da se 

 

XX-samci ne uporabijo za razmno乞evanie s ta1e乞a, uとinkovito sredstvo za zman nj 

 

njihove pojavnosti v popu!acij i. 

 

Drste可e 

 

Drstenje v kontro!nih ponovljenih vzorcih je treba pred oceno p!odnosti spremijati dnevno. 

 

Pri kontrolnih parih se !ahko znaki drstenja ocenijo kvalitativno vizua!no. Pri 12 do 14 tpo 

 

bi se morala drstiti veとina kontrolnih parov. Majhno§ tevi1o drsteとih se parov ob tern 'asu 

 

ka乞e na rnorebitne te乞ave z zdravjem, zrelostjo ali dobrim po&ttjem rib. 

 

Plodnost 

 

Zdrave in dobro hranjene rnedake pri 12 do 14 tpo se o bijno drstijo vsak dan in 

 

proizvedejo od 15 do 50 iker na dan. 16 od priporoとenih 24 kontrolnih parov za 

 

razrro 乞ev anie (>65 %) mora proizvesti veと kot 20 iker na par na dan, lahko pa jib celo 40. 

 

Mani §e§ tevi!o lahko kae na nezrele, s!abo branjene ali nezdrave drsteとe se pare. 

 

Fertimost 

 

De!e乞 fertilnih iker pri kontrolnih drsteとih se parih je o bi阿no v obmo可u 90 %, priとeme r 

 

vrednosti, ki znaao od 95 do 99 %, niso neobiajne. Mani kot 80-odstotne stopnje 

 

ferti!nosti pri kontrolnih ikrah so sum!jive in !ahko kaeo na nezdrave osebke ali pogoje 

 

gojenja, ki niso idea!ni. 
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Dodatek5 

 

PRIMER NACRTA H RANJENi 

 

V preglednici i je prikazan primer na&ta branjenja za zagotovitev ustrezne rasti in razvoja, 

 

da se podpre zanesijivo raznno乞eVanj e. Odstopanja od tega na&ta hranjenja so 

 

sprejemijiva, vendar jih je priporoljivo preskusiti, da se preveri upo§tevanje sprejemljive 

 

rasti in raznmo乞eV ani a. Da bi se upo§teva1 predlagani na&t hranjenja, je treba pred 

 

za&tkom preskusa dolo亡iti suho te乞o solinskih rakcev na koh亡ino ka§e iz solinskih rakcev. 

 

To se lahko stori s tehtanjem opredeijene koliとine ka§e iz solinskih rakcev, ki se je 24 ur 

 

su§i1a pri 60 oc na predhodno stehtanih posodah. Da bi se upo§tevala masa soli v ka§i, je 

 

treba posu§iti mdi enako ko1iとino enake raztopine soli, uporabijene v ka, jo stehtati in 

 

od§teti od te乞e posu§ene ka§e iz solinskih rakcev. Alternativno se lahko solinski rakci pred 

 

su§enjem prefiltrirajo in sperejo z destilirano yodo, sとi mer se odpravi potreba po merjenju 

 

mase, soli v ka§i'. Ta podatek se uporabi za pretvorbo podatka v preglednici iz sube tee 

 

solinskib rakcev v ko1iとino ka§e iz solinskih rakcev, ki jo je treba dati ribam. Poleg tega je 

 

priporoと1j ivo tedensko tebtati alikvote kage iz solinskib rakcev in s ter preveriti, da se 

 

ribam daie p ravilna suha te乞a solinskih rakcev. 
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1-'re2lednにa i: i-'rimcr nacrta flranienia 

 

x ノ ． ■．」．、 n 

 

iaS (PO lzvaIltvl) SO IiSi rakci(nlg sune 

 

te乞eI ri bo/dan) 

 

1.dan 0,5 

 

2. dan 0,5 

 

3. dan 0,6 

 

4. dan 0,7 

 

5. dan 0,8 

 

6. dan 

 

7. dan 

 

8. dan 

 

9. dan 2,2 

 

10. dan 2,8 

 

11.dan 3,5 

 

12. dan 4,2 

 

13. dan 4,5 

 

14. dan 4,8 

 

1う. cian う,Z 

 

16.-21. dan 5,6 

 

4. teden 7,7 

 

う . teden 9,0 

 

6. teden 

 

. teclen lづP 

 

8 . tcdcn-usnirtitcv 22, 
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DODATEK 6 

 

PRIMERA INKUBACIJSKE KOMORE ZA IKRE 

 

Primer4 

 

！� 

 

．ー

一 

 

'-

ノー 

 

Ta inkubator je sestavijen iz preとno prerezane stekiene centrifugirke, ki je povezana z 

 

ovojem iz nerjavnegajekla, na mesto paje pritrjena z ijaとno kapico. k kapice moli majhna 

 

stekiena cevka ali cevka iz 

 

ne乞no mega zrak, da so ikre 

 

nerjavnega jekia, ki je name§とena blizu ukrivijenega dna in 

 

suspendirane in da se zmanj§a prenos 

 

oku乞b med njimi, obenem pa omo goとa tudi izmenj avo kemikalije 

 

zadrevalnim akvarijem. 

 

Primerβ 

 

留 

 

sapro丘tskih gliviとnih 

 

med iiikubatorjem in 

 

吏9 

 

包 

 

一 

 

血 

 

. 

 

! 

 

‘
、
豊
 

 

●

〇 

 
ー

一 
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Ta iiikubator je sestavijen 

 

nerjavne乞iとn tem re乞ice 

 

obro&om. Inkubatorji 

 

(amplituda pribli乞no 5 c 

 

stekienega vaij astega telesa (premer 5 cm,Vi§i na 10 cm) in 

 

dno telesa s PTFE-
se vertikalno stresajo 

 

32 mesh), ki je pritrjena na 

 

di乞ne pre&e v akvarij e in 

 

n 
z 

 

1 

 

25 p 

 

・吃 
⑩
 

 

spusceni 

 

v ustreznem ciklu (prib1i乞no vsake 4 sekunde) za ikre medake. 

 

叩
回
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DODATEK 7 

 

S1E1ATSK1 DIAGRAM ZA ZDRUZVAN1E IN VK LJUCEVAN. OSEBKOV V 

 

PONOVLIENE VZORCE S K0Z1 CELOTNO PRSKUSNO METODO MEOGRT 

 

S1ka 1: Zdr乞evne in vklju&vanje osebkov v 

 

prikazuje eno tretiranje ali /2 kontrole. Zaradi zd 

 

skozi celoten preskus.Upo§tevate, da se izraz, ilo 

 

zarodkom). 

 

ponovljene vzorce v preskusu MEhGRT.S 1ik 

 

ievana identiteta ponovljenega vzorca ni stalna 

 

!' nna§a na viabilne, oplojene ikre (enakovredne 

 

Kon亡ne to亡ke 

 

priivete 

 

rast, VTG,SS Z 

 

F1 

 

razmnoievanje, patologija,SS Z 

 

一
」 
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Tretiranja in ponovitve 

 

V tej preskusni metodi se priporとa pet tretiranj s preskusno kemikalijo z uporabo materiala 

 

ustrezne tehniとne kakovosti in negativna kontrola.S tevilo ponovijenih vzorcev na tretiranje 

 

ne ostane konstantno med celotnim preskusom MEhGRT,§ tevilo ponovijenih vzorcev v 

 

kontrolnem tretiranju pa je dvakratnik vsakega posameznega tretiranja s preskusno 

 

kemikalijo. V generaciji FO je pri vsakem tretiranju s preskusno kemikalijo§es t ponovijenih 

 

vzorcev, medtem ko je pri negativni kontroli 12 ponovijenih vzorcev. Topila so moとno 

 

odsvetovana, & pa se uporabijo, je treba v porとilo o preskusu MEOGRT vkluとiti 

 

utemeijitev tako za uporabo topila kot tudi za izbiro topila.亡 e se uporabi topilo, sta poleg 

 

tega potrebni dve vrsti kontrol: (a) kontrola s topilom in (b) negativna kontrola. Vsaka od 

 

teh dveh kontrolnih skupin mora vsebovati celoten niz ponovljenih vzorcev na vseh toとkah 
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とasoVnega okvira preskusa MEOGRT. Ta struktura ponovijenih vzorcev ostane enaka ves 

 

とasrazvoja preskusnega organizma v generaciji Fl (in F2 do izvalitve). Vendar pa se v fazi 

 

odraslih rib, ko se vzpostavijo pari za rzmno乞evane generacije Fl,§ tevi1o ponovijenih 

 

vzorcev s pari za raznno乞evane na tretiranje v optimalnem primeru podvoji; obstaja torej 

 

do 12 ponovitvenih parov v vsakem tretiranju s preskusno kemikalijo in 24 ponovitvenih 

 

parov v kontrolni skupini (in po potrebi§e 24 ponovitvenih parov v kontroli s topilom). 

 

Doloとitev izvalitve iz zarodkov, ki so jih o d1o乞i1i pari Fl, se opravi na podlagi enake 

 

ponovitvene strukture, kit je bila uporabijena za zarodke, ki si jih o dlo乞ili pari FO, kar 

 

pomeni gest ponovijenih vzorcev na tretiranje s preskusno kemikalijo in 12 ponovijenih 

 

vzorcev v kontrolnih skupinah. 

 

557 

 



D060575102 

 

DODATEK 8 

 

STETIE PAPIL NA PREDREPNI PLAVUTI 

 

Glavni materiali in reagenti 

 

S teromikroskop (z neobvezno kameno) 

 

Fiksativ (npr. Davidsonov (Bouinov ni priporとen)), 'e se papile ne§ t可可o po siki 

 

Postopki 

 

Pi obdukciji je treba predrepno plavut slikati, da se omo goとi ustrezno§ tete papi! na 

 

predrepni plavuti. Ceprav je slikanje priporとena metida, se lahko predrepna plavut 

 

pribli乞no i minuto fiksira z Davidsonovim ali drugim ustreznim fiksativom. Pomembno je, 

 

da je predrepna p1avut med fiksiranjem ravna, da se omogoとi 1崎e§ tete papi!. Trup s 

 

predrepno plavutjo se lakko do analize shrani v Davidsonovem ali drugem ustreznem 

 

fiksativu. Pre§t可te§ tevi1o plo§とic (glej sliko 1) s papilami, ki§ trlio iz posteriornega riba 

 

p1i§とice. 

 

Slika 1: Papile na predrepni plavuti 

 

Pa pile 

 

馨らミを 

 

K
り
 

 

、 、 

 

に 

 

妻 
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DODATEK 9 

 

PODROBEN CASOVNI OKVIR PR】SKUSA MEOGRT 

 

1. do 3. teden preskusa (FO) 

 

Drsteとe se ribe generacije FO, ki izpolnjujejo renia za izbiro (glej odstavke od 16 do 20), so 

 

izpostavljene tri tedne, da bi bile lahko razvijajo& se gamete in tkivo spolnih乞 lez 

 

izpostavljeni preskusni kemikaliji. Vsak ponovitveni akvarij vk1uとue en sam par rib za 

 

razrrno 乞 evali e (par za raznno乞evne XX-samica in XY-samec). O dlo乞ene ikre se 

 

odvzernajo,§ t可可o in ocenjujejo glede fertilnosti 21 zaporednih dni, za&n§is 1. dnem 

 

preskusa. 

 

4. teden preskusa (FO in Fl) 

 

Z吃eleno je, da se oploj ene in viabilne ikre (zarodki) odvzamej o na isti dan; & zarodkov ni 

 

dovolj, pa se lahko odvzamejo v dveh dneh. Ce se odvzarnejo v dveh dneh, se vsi zarodki v 

 

okviru tretiranj, ki so bili odvzeti prvi dan, zdruijo z zarodki, odvzetimi drugi dan. Nato se 

 

vsi zdru乞eni zarodki za vsako tretiranje nakluとno razdelijo v vse ponovitvene inkubatorje, 

 

in sicer po 20 zarodkov na iiikubator. Vsak dan se preverja in evidentira snirtnost oplojenih 

 

iker (zarodkov). Odmrle ikre se odstranijo iz inkubatorjev (odmrle ikre je mogo& ziasti v 

 

zgodnjih stopnjah prepoznati po opazni izgubi prosojnosti in spremembi barye, ki jo 

 

povzroとi koagulacija in/ali obarjanje beljakovin, ki povzrojo bel moten videz; 

 

OECD 210). 

 

Opomba: 亡e je drugi dan odvzema potreben za eno sari tretiranje, morajo ternu postopku 

 

slediti vsa tretiranja (vkiuとno s kontrolami).亡 e po drugem dnevu odvzema ni dovolj 

 

zarodkov v okviru tretiranja, da bi se v inkubatorje vlo乞ilo po 20 zarodkov, zrnal事ajte 

 

§teVilo zarodkov,V 1o乞enih v okviru tega doloとenega tretiranja, na 15 zarodkov na inkubator. 

 

亡e ni dovolj zarodkov za vlo乞itev 15 zarodkov na inkubator, zmalりajte§ tevilo 

 

ponovitvenih inkubatorjev, tako da bo dovolj zarodkov za 15 zarodkov na inkubator. Poleg 

 

tega se lahko v FO doda veと parov za razmno乞evanje na tretiranje in kontrole, da se 

 

proizvede veと iker za dosego priporoとenih 20 zarodkov na ponovljeni vzorec. 

 

o, pri cerner se 

 

generacije FO 

 

Na 24. dan preskusa se pari za rzmno乞evanie generacije 

 

evidentirata te乞a in do1乞ina. Po potrebi se lahko pari 

 

ohranijo§e en ali dva dni, da se znova zaとne generacija Fl. 

 

5. in6 . teden preskusa (Fl) 

 

En do dva dneva pred predvidenirn zaとetkom izvaiitve ustavite ali zranjate me§alie iker v 

 

inkubatorju, da pospe§ite izvalitev. Ker se zanodki valijo vsak dan, se izvalj ene 1iとink 

 

zdru菊o po tretiranjih in sistertiとno razdeiijo v vsak ponovitveni akvarij za iとinke v 

 

okviru doioとenega tretiranja, ki ne vsebuje veと kot 12 izvaljenih liとink. To se stori tako, da 

 

se izvaljene 1iとinke nak1juとno izberejo in nato nediskriminatorno zaporedoma vkljuとijo v 

 

ponovljene vzorce ter tako po vrsti prek ponovijenih vzorcev doioとenega tretiranja, dokler 
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ni v vseh ponovijenih vzorcih v okviru tretiranja 12 izvaljenih 1iとink.e ni dovoij izvaljenih 

 

1iとirik, da bi zapolnil vse ponovijene vzorce, je treba zagotoviti, da iraとim veと ponovijenih 

 

vzorcev 12 izvaljenih 1iとink, da se zaとne faza Fl. 

 

Ikre, ki se niso izvalile do dvakratnika srednjega kontrolnega dne izvalitve, se§ tejejo za 

 

neviabilne in se zaVr可o.S teVi1o izvaljenih liとink se evidentira in i zraとuna se uspe§nost 

 

izvalitve (valilnost) v vsakem ponovijenem vzorcu. 

 

7. do 11. teden preskusa (Fl) 

 

Vsak dan se preverja in evidentira pre乞iVetje larvalnih rib v vseh ponovijenih vzorcih. Na 

 

43. dan preskusa se evidentirata§ tevilo pre乞ive1ih rib v vsakem ponovij ener vzorcu in tudi 

 

za亡etno§ tevi1o izvalj enih lとink, vstavlj enih v ponovij cfi vzorec (nominalno 12). To 

 

omo goとa i zraとu stopnje pre乞iveta od izvalitve do faze miadostnega osebka. 

 

Tedni preskusa (Fl) 

 

Na 78.-85. dan preskusa se z repne plavuti vsake ribe odvzame majhen vzorec tkiva za 

 

doloとiteV genotipskega spola osebka (tj.o d§とip plavuti) pri vseh ribah. Ta podatek se 

 

uporabi za vzpostavitev parov za razmno乞evanje. 

 

V treh dneh po doloとitvi genotipskega spola vsake ribe se na k1ju亡no vzpostavi 12 parov za 

 

razmno乞eValie na tretiranje in 24 parov na kontrolo. 'z vsakega ponovijenega vzorca se 

 

nakljuとno izbereta pi dve ribi XX in XY, ki se nato zdruijo po spolu, ter natona kljuとno 

 

izberejo za vzpostavitev para za razmno乞evnj e (ti. par XX-XY). Vzpostavi se najmanj 

 

12 ponovijenih vzorcev na tretiranje s kemikalijo in najmanj 24 ponovijenih vzorcev za 

 

kontrolo z enim parom za razmno乞eVal可e na ponovijeni vzorec.亡 e v ponovijenem vzorcu ni 

 

bodisi dveh rib XX bodisi dveh rib XY, ki so na viljo za zdru乞evnje, je treba ribe z 

 

ustreznim genotipskim spolom pridobiti iz drugih ponovijenih vzorcev v okviru tretiranja. 

 

Preostale ribe (njveと 8 rib na ponovijeni vzorec) se humano usmrtijo in vzorijo za rzliとne 

 

konとne toとke pri mladostnih osebkih. Podatki o dry (XX ali XY) za vse vzorce miadostnih 

 

osebkov se ohranijo za zagotovitev, da je mogo& vse podatke o konとnih toとkah povezati z 

 

genetskim spolom vsake posamezne ribe. 

 

13. in 14. teden preskusa (Fl) 

 

Izpostavljenost se nadaijuje, ko se pari miadostnih osebkov za razmno乞evnje razvijajo v 

 

odrasle ribe. Na 98. dan preskusa (ti. dan pred zaとetkom odvzema iker) se ikre odstranij o iz 

 

akvarijev in s samic. 

 

15. do 17. teden preskusa (Fl) 

 

0dlo乞ene ikre se odvzemajo dnevno 21 zaporednih dni v vsakern ponovijenem vzorcu, 

 

ocenita se plodnost in fertilnost. 

 

18. teden preskusa (ponovitev 4. tedna preskusa) (Fl in F2) 
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Na 120. dan preskusa se zjutraj odvzamejo ikre v vsakem ponovitvenem akvariju. ldvzete 

 

ikre se ocenijo, oplojene ikre (z odstranjenimi filamenti) vsakega od parov za 

 

razn-o乞evallie pa se zdruio po tretiranjih in sis tematiとno razdelijo v inkubacijske komore 

 

za ikre z 20 oplojenimi ikrami na inkubator. Irikubatorji se labko postavijo v loとene 

 

,inkubacij ske akvarije', vzpostavlj ene za vsako tretiranje, ali v ponovitveni akvarij, ki bo po 

 

izvalitvi vseboval izvaljene liとinke. Za乞eleno je, da se zarodki odvzamejo na isti dan;と e pa 

 

jih ni dovolj, se lahko odvzamejo v dveh dneh. Ce se odvzamejo v dveh dneh, se vsi zarodki 

 

v okviru tretiranj, ki so bili odvzeti prvi dan, zdruijo z zarodki, odvzetimi drugi dan. Nato 

 

se vsi zdru乞eni zarodki za vsako tretiranje nakljuとno razdelijo v vse ponovitvene 

 

inkubatorje, in sicer po 20 zarodkov na inkubator. Opomba: と e je drugi dan odvzema 

 

potreben za eno samo tretiranje, morajo temu postopku slediti vsa tretiranja (vkluとno s 

 

kontrolami).亡 e po drugem dnevu odvzema ni dovoij zarodkov v okviru tretiranja, da bi se v 

 

inkubatorje v lo乞ilo po 20 zarodkov, zmanj河te§ tevilo zarodkov,v lo乞enih v okviru tega 

 

dolo&nega tretiranja, na 15 zarodkov na inkubator. Ce ni dovoij zarodkov za vlo乞itev 

 

15 zarodkov na inkubator, zmanjate§ tevilo ponovitvenih inkubatorjev, tako da bo dovoij 

 

zarodkov za 15 zarodkov na inkubator. 

 

Na 121. dan preskusa (ali 122. dan preskusa, da se zagotovi dober zaとetek generacije) se 

 

pari za razmno乞evanie generacije Fl humano usmrtijo in analizirajo za konとne toとke pri 

 

odraslih ribah. Po potrebi se lahko pari za raznmo乞evanie generacij e Fl ohranij o§ e en ali 

 

dva dni, da se znova zaとne generacija F2. 

 

19. in 20. teden preskusa (F2) 

 

En do dva dneva pred predvidenim za&tkom izvalitve ustavite ali zmaj河te me§allie iker v 

 

inkubatorju, da pospe§ite izvalitev.亡 e se preskus konとa z dokonとno izvalitvijo generacije 

 

in zavrejo. (Zarodki, ki se niso izvalili po 

 

kot dvakratnik srednjega kontrolnega dne 

 

F2, se izvaljene liとinke vsak dan evidentirajo 

 

inkubacij e, opredelj ener 

 

za neviabilne.) 
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Dodatek 10 

 

STATISTI N ANALIZA 

 

Vrste bio 1o§kih podatkov, pridobljenih s preskusom MEOGRT, niso edinstvene zanj, tako 

 

da so bile razen za podatke o patologij i razvite§ teVilne ustrezne s tatistiとne metodologij e za 

 

pravilno analizo podobnih podatkov, odvisne od znaとilnosti podatkov, vkluとno z 

 

normalnostjo, homogenostjo variance, s tern, ali na&t§ tudie omogoとa presku§ane 

 

predpostavk ali regresij sko analizo, parametrskimi in neparametrskimi preskusi itd. Na 

 

sp1o§no predlagane s tatistiとne analize sledijo priporoとilom OECD za podatke o 

 

ekotoksiとnosti (OECD 2006), diagram poteka odloとania za analizo podatkov preskusa 

 

MEOGRT paje prikazan v preglednici 2. 

 

Predvideva se, da bodo podatkovni nizi najpogosteje prikazali monotone odzive. Poleg tega 

 

je treba razmisliti o vpr§anju uporabe enostranskega statisti亡nega testa v primerjavi z 

 

dvostranskim statistiとnim testom. Razen とe obstajajo biolo§ki razlogi, zaradi katerih 

 

enostranski test ne bi bil primeren, se predlaga uporaba enostranskih testov. Ceprav so v 

 

naslednjem oddelku priporoとeni nekateri statistiとni testi, bodo,と e bodo za uporabo za 

 

specifiとne podatke, pridoblj ene s preskusom MEOGRT, razvite ustrezn可§e in!ali moとnj§e 

 

statistiとne metode, ti statistiとni testi uporabijeni za okrepitev teh prednosti. 

 

Podatke preskusa MEOGRT je treba analizirati loとeno za vsak genotipski spil. Obstajata 

 

dve strategiji za analizo podatkov o ribah z zamenjanim spolom (bodisi XX-samci bodisi 

 

XY-samice). (1)I zloとite vse podatke o ribah z zamenjanim spolom v celotnem preskusu, 

 

razen prevalence zamenjave spola v vsakem ponovljenem vzorcu. (2) Pustite podatke o vseh 

 

ribah z zamenjanim spolom v podatkovnem nizu in analizo opravite na podlagi genotipa. 

 

Histopato1o§ki podatki 

 

Histoptolo§ki podatki se navedejo kot ocene resnosti, ki se doloijo z novorazvitim 

 

statistiとnim postopkom, ti. Rao-Scott Cochrane-Armitage by S 1ices (RSCAB S), (Green e t 

 

αl., 2014). Pri Rao-Scottvi prilagoditvi se upo§tevajo informacije o ponovitvah v preskusu; 

 

postopek by S 1ces vkluとuje biolo§ko priとakovane, da se ocene resnosti obi阿no zviajo z 

 

zvi§anjem koncentracij tretiranja. Za vsako diagnozo rezultat RSCABS opredeljuje, v 

 

katerih tretiranjih je prevalenca patologije vija kot v kontrolah, in s tern doloとa povezano 

 

stopnjo resnosti. 

 

Podatki o plodnosti 

 

Analize za podatke o plodnosti vklju&ijejo regresij ski test po Jonckheere-Terpstraju ali 

 

Williamsov test za doloとitev uとinkov tretiranja,とe so podatki skladni z monotonim odzivom 

 

na koncentracijo. Pri regresijskem testu se vse primerjave opravijo na ravni znaとilnosti 0,05, 

 

prilagoditev za§ tevilo opravijenih primerjav pa se ne izvede. Za podatke se pri'akuj e, da so 

 

skiadni z monotonim odzivom na koncentracijo, vendar pa je to rnogoとe preveriti bodisi z 

 

vizualnim pregledom podatkov bodisi z oblikovanjem linearnih in kvadratnih kontrastov 

 

srednjih vrednosti tretiranj po pretvorbi porazdelitve podatkov. Razen と e je kvadratni 
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se izvede trendni test.Sice r se za 

 

so podatki normalno porazdeljeni s 

 

kontrast s ttistiとno znaとilen, linearni kontrast pa ne, 

 

ce 

 

se uporabi Dunnov test z Bonferorini-

nega kou 

 

do1oとiteV uとinkov tretiranja uporabi Dunnettov test, 

 

homogenostjo varianc.亡e te zahteve niso izpolnjene, 

 

Holmovo prilagoditvijo. Vsi navedeni testi se izvedejo neodvisno od 

 

celovitega F-testa ali Kruskal-Wallisovega testa.Veと podrobnosti o tern je v OECD 2006. 

 

kit je posp1o§eni linearni model s Poissonovi 

 

とeso statistiとno utemelj ene (Cameron in Trivi 

 

labko alternativne rnetode, 

 

§tete iker (brez pretvorbe), 

 

Uporabijo se 

 

napakarni za 

 

2013).亡 e se uporabi alternativni pristop, se priporoとa sttistiとno svetovanje. 

 

Dnevno § tete iker v e n! generaciji 

 

Model analize variance ANO VA je podan z e naとb0 

 

Y =と as*とas + tretiranje + *tretiranje +とa s*tretiranj e + *とas*tretirane z nakluとnirni uとinki 

 

ponovijenega vzorca (generacija*tretiranje), in とa s*ponovUeni vzorec (tretiranje), ki 

 

dopu§とa neenake komponente variance obeh vrst po generacijah. Tukaj seとa s nana§a na 

 

pogostost § teta iker (npr. na dan ali teden). To je analiza ponovijenih meritev s korelacijami 

 

med ip吃ani pri enakih ponovijenih vzorcih, ki predstavijajo naravo ponovijenih meritev 

 

podatkov. 

 

Glavni uとinki tretiranja se preskusijo z Dunettovim (ali Dunnettovim in Isujevim) testom, 

 

Potrebni sta prilagoditvi za glavni 

 

vsak par 

 

za glavni 

 

ni, kontrolne' ravni in je 

 

primer av. 

 

dej avnikih 

 

pri katerern se ipravi prilagoditev za§ teVilo 

 

uとinek generacije aliと asa, saj pri teh dveh 

 

ravni prirnerjava, ki bi lahko bila zanimiva. Ce je za ta dva glavna uとinka F-test 

 

uとinek statistiとno znaとilen na ravni 0,05, poter se lahko parne prirnerjave po ravneh 

 

navedenega faktorja preskusijo na ravni 0,05 brez nadaljnje prilagoditve. 

 

Model vkluとue interakcije dveh in treh faktorjev, tako da glavni uとinek za, na primer,と as 

 

te bi sttistiこno znaとilen,とe prav iraとa s pomemben uとinek na rezultate. Ce je torej 

 

rjev, med katerimi jeと as, sttistiとno znaとilna na ravni 0,05 

 

znaとilnosti 0,05 brez nadaljnje 

 

na ravrn 

 

ija dveh ali treh 

 

morda r 

 

interakc 

 

poter se lahki sprejmejo prirerjave ravniと asa 

 

prilagoditve. 

 

Naslednji so F-testi za statisti6no znaとilnost tretiranja v okviruとa sa, taki imenovana 

 

obmo可a v preglednici ANOVA.亡 e je na primer o bro可e za tretiranje v ikviru Fl inと asa 

 

12 statisti6no znaとilno na ravni 0,05, poter se lahki sprejmejo parue prirerjave za 

 

tretiranj e v okviru Fl inとa sa 12 na ravni 0,05 brez nadaljnje prilagoditve. Enake izj ave 

 

veljajo za teste zaとa s v okviru Fl in tretiranja ter za generacijo v okviruと asa in tretiranja. 

 

Nazadnje, za prirerjave, ki ne spadajo pod nobeno id navedenih kategirij, je treba 

 

primerjave prilagoditi z upirabo Bonferroni-Holmive prilagiditve za p-vrednosti. Dodatne 

 

inforracije o analizah takih modelov je rogoとe najti v locking (1985) ter Iochberg in 

 

Tamhane (1987). 

 

v poroとilu o§ tudiji predstavijo kot 

 

zraとunati je treba srednji vrednost 

 

ki se 

 

Altemativno se evidentirajo neobdelani podatki 

 

plodnost (§tevilo iker) na ponovijeni vzorec za vsak dan. 
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neobdelanih podatkov ponovijenega vzorca in nato uporabiti transformacijo s kvadratnim 

 

korenom. Izra&rnati je treba enofaktorsko analizo variance ANO VA za transformirane 

 

srednje vrednosti ponovijenega vzorca, ki ji sledijo Dumiettovi kontrasti. Morda bo koristno 

 

tudi, da se vizualno pregledajo podatki o plodnosti za vsako tretiranje in/ali ponovijeni 

 

vzorec z razsevnim gra丘konom, ki prikazuje podatke skoziと as. To bo o mogoとilo 

 

neformalno oceno morebitnih uとinkov skozi das. 

 

Vsi drugi bio1o§ki podatki 

 

S ttistiとne analize temeijijo na osnovni predpostavki, da bodo z izbiro pravilnega odmerka 

 

podatki monotoni. Za podatke se torej predpostavija, da so monotoni, pri &mer se 

 

monotonost formalno oceni z uporabo linearnih in kvadratnih kontrastov.亡e so podatki 

 

monotoni, se priporoとa trendni test za mediane ponovijenih vzorcev po Jonckheere-

Terpstraju (kot je priporoとen v OECD 2006). Ce je kvadratni kontrast s tatisti亡no znaとi1en, 

 

linearrii kontrast pa ne, se§ tje, da podatki niso monotoni. 

 

Ce podatki niso monotoni, ziasti zaradi zmnj§anega odziva enega ali dveh najboij 

 

obremenjenih tretiranj, je treba razmisliti o celizuriranju podatkovnega niza, tako da se 

 

analiza opravi brez navedenih tretiranj. To o dloとitev bo treba sprej eti na podlagi strokovne 

 

presoje in vseh razpolo1jivih podatkov, ziasti podatkov, ki kaeo oとitno toksiじnost na 

 

navedenih ravneh tretiranja. 

 

Za te乞o in dol乞ino se transformacije ne priporoajo,と eprav bodo obとasno morda potrebne. 

 

Vendar pa se za podatke o vitelogeninu priporoとa logaritemska transformacija; za podatke o 

 

SS Z (papile na predrepni plavuti) se priporoとa kvadratnokorenska transformacija; arkus-
sinus-kvadratnokorenska transformacija se priporoとa za podatke o dele乞u izvalitve, stopnji 

 

pre乞ivetj a, razmerju med spoloma in de1e乞u fertilnih iker.亡 as do izvalitve in 'as do prvega 

 

drstenja je treba obravnavati kot podatke oとa su do dogodka, priとe mer se posamezni 

 

zarodki, ki se ne izvalijo v opredeijenem obdobju, ali ponovljeni vzorci, ki se nikoli ne 

 

drstijo, obravnavajo kot desno cenzurirani podatki.亡a s do izvalitve je treba izra&mati od 

 

srednjega dne izvalitve vsakega ponovijenega vzorca. Te konとne to&e je treba analizirati z 

 

uporabo me§anega Coxovega modela sorazmernih tveganj. 

 

Bio lo§ki podatki iz vzorcev odraslih rib imajo eno meritev na ponovljeni vzorec, ti. obstaja 

 

ena XX- in ena XY-riba na ponovitveni akvarij. Zato je priporoとlj ivo, da se za srednje 

 

vrednosti ponovljenega vzorca izvede enofaktorska ANOVA.亡e sta predpostavki analize 

 

ANOVA (normalnost in homogenost variance, kot sta ocenjeni pri ostankih iz analize 

 

ANOVA s S hapiro-Wilkovim testom oziroma Levenovim testom) izpolnjeni, je treba 

 

uporabiti Dunnettove kontraste za doloとitev tretiranj, ki so se raztikovala od kontrole.亡 e pa 

 

predpostavki analize ANOVA nista izpolnjeni, je treba opraviti Dunnov test za doloとitev, 

 

katera tretiranja so se razlikovala od kontrole. Podoben postopek se priporとa za podatke, ki 

 

so v obliki odstotkov (plodnost, izvalitev in pre乞ivetje). 

 

Biol o§ki podatki iz vzorcev mladostnih osebkov imajo od i do 8 meritev na ponovijeni 

 

vzorec, ti. lahko obstaja spremenljivo§ tevilo osebkov, ki prispevajo k srednji vrednosti 

 

ponovljenih vzorcev za vsak genotipski spoi. Zato se prporoとa uporaba me§anega modela 
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ANOVA in nato Dunnettovih kontrastov, & sta bili predpostavki glede normalnosti in 

 

homogenosti variance izpolnjeni (pri ostankih iz me§a ne analize ANOVA).亡e nista bili 

 

izpolnjeni, je potreben Dunnov test za doloとiteV, katera tretiranja so se razlikovala od 

 

kontrole. 

 

Slika 2: Diagram poteka za priporo6ene s tatistiとne postopke za analizo podatkov preskusa MEOGRT 
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Jonckeere-Terpstra 
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vzorcu 
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LICINK DVOZIVK (LAGDA) 

 

C.53 PRESKUS RASTI 'N 

 

UVOD 

 

1. Ta preskusna metida je enakovrednaSme rncl OECD za presku§a e 241 (2015). Preskus, 

 

s katerim se lahko ugotovijo in opredelijo§ kodl ive posledice izpostavljenosti strupenim 

 

kemikalijam pri di乞iVkah, je treba razviti in validirati zaradi pomislekov, da bi lahko 

 

okolj ske ravni kemikalij pivzroとile § kodl ive uとinke za ljudi in prosto乞iveとe乞 ivali. V 

 

smernici OECD za presku§aりe, ki se nana§ a na preskus rasti in razvoja liとink dvo乞ivk 

 

(LAGDA), je opisan preskus tiksiとnosti pri dvo乞ivkah, v katerem se obravnavata rast in 

 

razvoj od oploditve do zgodnjega juvenilnega obdobja. Pri tern preskusu (ki o biajno traja 

 

16 tednov) se ocenijo zgodnj i razvoj, preobrazba, pre乞iVet e, rast in delna spolna zrelost. 

 

O mogoとa tudi meritev vrste drugih konとnih toとk za diagnostiとno oceno kemikalij, ki so 

 

domnevni endokrini motilci (endocrine disrupting chemicals, EDC), ali drugih vrst snovi, 

 

ki so strupene za razvoj in razmno乞eVanje. Metoda, opisana v tej preskusni metodi, je 

 

izpelj ana iz validacijskega dela v zvezi z navadno krempljarko (Xenopus laevis), ki ga je 

 

opravila agencija ZDA za varstvo okoija (U.s. Environmental Protection Agency (U.s. 

 

EPA)), priとeme r je bili podporno debo opravijeno na Japonskem (1).亡e prav se lahko 

 

druge vrste dVo乞iVk prilagodijo podobnemu preskusnemu protokolu za rast in razvij, pri 

 

と emer je pomembna komponenta mo乞nost doloとite genetskega spola, se posebne metode 

 

in opazovane konとne toとke, ki so podrobno opisane pri tej preskusni metodi, uporabijajo 

 

samo za xenopusたev証 

 

2. Preskus LAGDA se pri dvo乞ivkah uporablja kot preskus V ije stopnje za pridobitev 

 

iz&pnj§ih podatkov o§ kodljivih uとinkih glede na razmerje med koncentracijo in 

 

odzivom, ki so primerni za uporabo pri ugotavijanju in opredeijevanju nevarnosti ter oceni 

 

e kolo§kega tveganja. Preskus spada na raven 4 temeijnega okvira OECD za presku§anje in 

 

ocenjevanje endokrinih motilcev (OECD Conceptual Framework for Testing and 

 

Assessment of Endocrine Disrupters), na kateri preskusi in vivo zagotavljajo tudi podatke o 

 

§ kodljivih uとinkih na konとne toとke, pomembne za endokrini sister (2).S plo§ni naとrt 

 

poskusa zajema izpostavljenost zarodkov X laevis v 8-10. fazi po Nieuwkoopu in Faberju 

 

(NF) (3) najmanj§ tirim razliとnim koncentracijam preskusne kemikalije (obi珂no 

 

razdeljenim na najmanj polbogaritemske intervale) in kontrole do 10 tednov po srednjem 

 

と asu do 62. faze NF v kontroli, z enim vmesnim podvzorcem v 62. fazi NF (S 45 po 

 

opboditvi; o biano pribli乞no 45 dni (dpo)). Pri vsaki preskusni koncentraciji so§ tirj 

 

ponovljeni vzirci, za kontrolo pa je oser ponovljenih vzorcev. Med konとnimi toとkami, ki 

 

se ocenjujejo med izpostavljenostjo (ob vmesnem podvzorcu in konとnem vzorcu ob koncu 

 

preskusa), so tiste, ki kajo na s plo§no toksiとnost: smrtnost, nenormalno o bna§anje in 

 

dej avnika rasti (dol乞ina in te乞a), ter konとne toとke, ki naj bi oznaとevale posebno endokrino 
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toksiとno delovanje, usmerj eno na 丘 ziolo§ke procese, ki jih nadzorujejo estrogeni, 

 

androgeni ali§と itnica. Glavni poudarek te metode je na morebitnih uとinkih, pomembnih za 

 

populacijo (ti.§ kodlivih uとinkih za pre乞iVetje, razvoj, rast in reproduktivni razvoj), za 

 

izraとun koncentracije brez opaznega uとinka (NOEC) ali uとinkovite koncentracije, ki 

 

povzroとi x-odstotno spremembo (ECx) v izmerjeni konとni toとki. Opozoriti je sicer treba, 

 

da so pristopi z ECx redko primerni za tovrstne velike§ tudije, pri katerih bo morda 

 

poveとane§ tevila preskusnih koncentracij, da se omogoとi doloとitev 乞e lene ECx, 

 

neizvedljivo. Opozoriti je treba tudi, da metoda ne zajema same reproduktivne faze. Piiri, 

 

uporabljeni v tej preskusni metodi, so opredeljeni v Dodatku 1. 

 

ZACETNI PREUDARKI IN 0MEJl'V】 

 

3. Zaradi omejenega § tevila presku§enih kemikalij in laboratorijev, vklju&nih v validacijo 

 

tega razmeroma kompleksnega preskusa, in ker do zdaj obnovijivost med laboratoriji ni 

 

bila dokumentirana s podatki iz poskusov, se predvideva, da bo smernica OECD za 

 

presku§anje 241 pregledana in po potrebi spremenjena glede na pridobljene izku§je, ko bo 

 

na voljo zadostno§ teVilo § tudij za ugotovitev uとinka tega novega koncepta§ tudie. 

 

LAGDA je pomemben preskus za obravnavanje morebitnih dejavnikov, ki prispevajo k 

 

zmaj §eVanu populacije do乞ivk, pri katerem se ocenjujejo uとinki izpostavljenosti 

 

kemikalij am med o bとutlj ivo fazo liとinke, v kateri lahko uとinki na pre乞ivetj e in razvoj, 

 

vkljuとno z normalnim razvojem reproduktivnih organov,§ kodljivo vplivajo na populacije. 

 

4. Preskus je zasnovan za odkrivanje uとinkoV na V i萄em nivoju, ki izhajajo iz endokrinih in 

 

neendokrinih mehanizmov, ter vkljuとuje diagnostiとne konとne to&e, ki so delfi specifiとne 

 

za kluとne endokrine naとine delovanja. Opozoriti je treba, da pred razvojem preskusa 

 

LAGDA ni obstajal noben validiran preskus, ki bi s 1u乞il tej funkciji za dvo乞iVke. 

 

5. Pred zaとetkom preskusa je pomembno imeti informacij e o fizikalno -kemij skih lastnostih 

 

preskusne kemikalije, zlasti da se omogoとi priprava stabilnih raztopin kemikalije. Pray 

 

tako je treba imeti ustrezno obとutljivo analitsko metodo za preverjanje koncentracij 

 

preskusne kemikalije. Za preskus, ki traja pribli乞no 16 tednov, je potrebnih skupaj 480 

 

乞i vali, ti. zarodkov X. laevis (ali 640 zarodkov,とe se uporabi kontrola s topilom), da se 

 

zagotovi zadostna moと preskusa za oceno konとnih toとk, pomembnih za populacijo, kot so 

 

rast, razvoj in spolna zrelost. 

 

6. Pred uporabo preskusne metode za regulativno presku§anje zmesi je treba preuとiti, ali bo 

 

dala sprejemljive rezultate za predvideni regulativni namen. Poleg tega se s ter preskusor 

 

plodnost ne ocenjuje neposredno, zato morda ne bo uporaben na pozn可§i stopnji po ravni 4 

 

temelinega okvira OECD za presku§aie in ocenjevanje endokrinih rotilcev. 
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ZN NST VENA PODLAGA ZA PRSKUSNO METODO 

 

. vellKoseaall]e ga znanja o D ioiogii aV 0z1vK Je Dlii prictoDljenega z uporaDo iaboratorisKe 

 

modelne vrste X. laevis. Ta vrsta se lahko rutinsko goji v laboratoriju, ovulacija se lahko 

 

s pro乞i z uporabo humanega horionskega gonadotropina (hCG),s tale乞 i乞i vali pa so na viljo 

 

pri komercialnih rejcih. 

 

8. Kot pri vseh vretenとrih razmno乞evanie pri dvo乞ivkah poteka pod nadzororn osi 

 

hipotalarnus-hipo丘za-spoine 乞 leze (HPG) (4). Posredniki v tern endokrinem sistemu so 

 

estrogeni in androgeni, ki narekujejo razvoj in丘 ziologio spolno dimorfnih tkiv. V 

 

乞 iv1enskern ciklu dVo乞ivk obstajajo tri 1oじene faze, ko je ta os§e posebno aktivna: (1) 

 

diferenciacija spolnih 乞l ez med razvojem 1i6inke, (2) razvoj sekundarnih spolnih 

 

znaとi1nosti in zorenje spolnih乞 lez v juvenilni fazi ter (3) funkcionalno razmno乞evanje 

 

odraslih osebkov. V vsaki od teh treh razvojnih faz se lahko pojavijo endokrine rnotnje, ki 

 

jih povzroとajo nekatere kemikalije, kit so estrogeni in androgeni, ki nazadnje privedejo do 

 

izgube reproduktivne sposobnosti organizmov. 

 

9.S po1ne 乞 leze se zaとneo razvijati v 43. fazi NF, ko se prviと razvije bipotencialni genitalni 

 

greben. Diferenciacija spolnih乞 lez se zaとne v 52. fazi NF, ko prirnordialne zarodne celice 

 

bodisi migrirajo v mozgovno tkivo (sarei) bodisi ostanejo v kortikalni regiji (sarnice) 

 

razvij可oとih se spolnih乞 lez (3). 0 dovzetnosti tega procesa spolne diferenciacije spolnih 

 

乞 lez za kemij ske spremernbe pri Xenopus se je prviと poroとalo v 50. letih pr可nega stoletja 

 

(5) (6). Izpostavljenost paglavcev estradiolu v tern obdobju diferenciacije spolnih乞 1ez 

 

privede do zamenjave spola pri sarncih, ki so v odrasli dobi popolnorna funkcionalne 

 

samice (7) (8).M ogoとa je tudi zamenj ava funkcionalnega spola sarnic v samce, o kateri se 

 

je poroとa1o po vsaditvi tkiva testisov v paglavce (9).亡e prav izpostavljenost inhibitorju 

 

aromataze povzroとi zamenjavo funkcionalnega spola tudi pri X tropicalis (10), pa ni bibo 

 

dokazano, da se to zgodi pri X laevis. V pretekiosti so se uとinki strupenih snovi na 

 

diferenciacijo spolnih乞 lez ocenjevali s histo1o§kim pregledom spolnih乞 lez ob preobrazbi, 

 

tako da se je zamenj ava spola lahko doloとila le z analizo razrnerij med spoloma. Do 

 

nedavnega ni bili sredstev za neposredno doloとitev genetskega spola Xnps. Vendar pa 

 

je zaradi nedavne doloとitve s spolom povezanih oznaとevalcev pri X laevism ogoとe doloとiti 

 

genetski spoi, kar omogoとa neposredno opredelitev乞 ivali z zamenjanirn spobom (11). 

 

10. Pri samcih se razvoj juvenilnih osebkov nadaljuje z zvi§anem ravni testosterona v krvi, 

 

kar sovpada z razvojem sekundarnih spolnih znaとilnosti in testisov. Pri samicah jajとniki 

 

proizvajajo estradiol, kar poVzroとi pij av vitelogenina (VTG) v plazmi, vitebogeninskih 

 

oicitov v jajとniku in razvoj jajcevodov (12). Jajcevodi so sekundarna spoina znaとi1nost pri 

 

samicah in delujejo pri zorenju oocitov med razmno乞evanjem. Ko oociti potujejo po 

 

jajcevodu in se zberejo v jjとni vreとki, pripravljeni za oploditev, je njihova zunanjost 

 

obdana s siuzastim ovoiern. Zdi se. da razvoj iaicevodov reauliraio e stro2eni. sai ie 
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krvi pri X. laevis (13) in X. tropicalis (12). Obstajajo 

 

samcih po izpistavlj enosti polikioriranim bifenilom (14) 

 

povezan z ravnmi estradiola v 

 

poroとi1a o razvoju jajcevodov pri 

 

in 4-terc-okt1lfnolu (15). 

 

NACELO PRESKUSA 

 

Naとrt preskusa zajema izpostavljenost zarodkov X. laevis v 8.-10. fazi NF prek vidne piti 

 

§tirim razliとnim kincentracijam preskusne kemikalije in kontrile di 10 tedniv po 

 

srednjemとas u di 62. faze NF v kintroli, z enim vmesnim pidvzircem v 62. fazi NF. 

 

亡eprav je mogiとe visoki hidrifobne kemikalije odmerjati tudi prek hrane, je bili di danes 

 

pridobijenih mali izku§en z uporabi te piti izpostavljenisti v tern preskusu. Pri vsaki 

 

preskusni koncentraciji so§ tir e pinovlj eni vzorci, pri vsaki uporabij eni kontrili pa j e 

 

oser pinivijenih vzorcev. Med kinとnimi tiとkami, ki se icenjujeji med izpistavljenostjo, 

 

si tiste, ki ka珂i na sp1o§no toksiとnost (ti. smrtnost, nenirmalni o bna§ane in dejavnika 

 

rasti (dol乞ina in te乞a)), ter konとne toとke, ki naj bi o znaとevale posebno endikrino toksiとni 

 

delovanje, usmerjeno na丘 ziili§ke pricese, ki jih nadzorujejo estrogeni, andrigeni ali 

 

§とitnica (ti. histopatoligija§亡i tnice, histopatilogija spolnih 乞 lez in spilnih vidov, 

 

nenormalni razvoj, viteligenin v plazmi (neibvezni) in razmerja med 

 

aenotipskiiノfnotwskim s iolom). 

 

11 

 

MERILA ZA VELJAVNOST PRESKUSA 

 

12. Uporabljajo se naslednja merila za veljavnost preskusa: 

 

kincentracija raztipljenega kisika mora biti med celotnim preskusom? 40 % nasi'enisti z 

 

zrakim; 

 

temperatura vide mira biti v obmi可u 21士 1。 C, raziike med ponovijenirni vzirci in med 

 

tretiranji pa ne smeji presegati 1,0oC ; 

 

pH preskusne raztopine je treba vzdrevti med 6,5 in 8,5, razlike med pinivljenimi 

 

vzorci in med tretiranji pa ne smeji presegati 0,5; 

 

na viljo moraji biti dokazi, da si se koncentracije preskusne kemikalije v raztopini 

 

zadovoijivo vzdrevale v ikviru士 20 % srednjih izmerjenih vrednisti; 

 

smrtnost v obdobju izpostavljenisti mora biti S 20-odstotna v vsakem pinivljenem vzorcu 

 

v kontrilah; 

 

? 70-idstitna viabilnist v rnrestu, izbranem za zaとetek§ tudりe; 

 

srednjiと as do 62. faze NF v kintrilah mora biti S 45 dni; 
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srednja te乞a preskusnih organizmov pri 62. fazi NF in ob koncu preskusa v kontrolah in 

 

kontrolah s topilom (とe se uporabijo) mora biti 1,0士 0,2 g oziroma 11,5士 3 g. 

 

13.亡e prav to ni menilo za veljavnost, je priporoljivO, da so za analizo na voljo vsaj tri ravni 

 

tretiranja s tremi neogro乞enimi ponovljenimi vzorci. Cezmerna smrtnost, ki ogro加 

 

tretiranje, je opredelj ena kit > 4 smrtni primeni (>20 %) v dveh ali veと ponovljenih 

 

vzorcih, ki jib ni m ogoとe pojasniti s tehniとno napako. Za analizo morajo biti na viljo vsaj 

 

tri ravni tretiranja brez oとi tne toksiとnosti. Znaki oとitne toksiとnosti lahko med drugim 

 

vklju&ijejo lebdenje na gladini, le乞ane na dnu akvarija, obrnjen ali nepravilen naとin 

 

plavanja, odsotnost povr§inske aktivnosti in neodzivanje na dr吃1jaje, morfo10§ke 

 

nenirmalnosti (npr. deformacije krakov), hemoragiとne lezije in edere v trebu§ni votlini. 

 

14. Ce je ugotovljeni odstopanje od meril za veljavnost preskusa, je treba posledice 

 

obravnavati glede na zanesljivist rezultatov preskusa ter ta odstipanja in razmisleke 

 

vkljuとiti v poriとi1o o preskusu. 

 

0P1S METOD 

 

Op nema 

 

15. 0biとjna laboratorij ska oprema in ziasti naslednje: 

 

(a) naprave za nadzor temperature (npr. grelniki ali hiadilniki (pnilagodijivi do 21 oc 

 

士i。 C)); 

 

(b) termometer; 

 

(c) binokularni stereomikroskop in pripomoとki za seciranje; 

 

(d) digitalni fotoaparat z 1oljivostjo vsaj 4 milijone slikovnih to& in f'mkcjo mikro (po 

 

potrebi); 

 

(e) analitska tehtnica, s katero je mogoとe meriti na 0,001 mg ali I ig natanとno; 

 

(1) merilnik raztipljenega kisika in menilnik vrednosti PH; 

 

(g) merilnik jakosti svetiobe, s katerim je mogoとe meriti v luksih. 

 

Vida 

 

Vir in kakovost 

 

16. Uporabi se lahko vsaka lokalno razpolo乞ljiVa vida za redとeje (npr. izvirska voda ali 

 

vodovodna voda, preとi§とena z ogljem), ki omogiとa normalno rast in razvoj X. laevis, na 

 

viljo pa moraji biti dokazi o normalni rasti v tej vidi. Ker se lahko kakovost lokalne vode 

 

med posameznimi obmoj i bistveno razlikuj e, je treba izvesti analizo kakovo sti vide, 

 

zlasti & niso na voljo podatki iz preteklih preskusiv o uporabi vide za gojenje liとink 

 

dvo乞ivk. Menitve te乞kih kovin (npr. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), glavnih anionov in katiinov 
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(npr.c 2, 1g2+, Na, K, C1,s 042_), pesticidov, skupnega organskega ogijika in 

 

suspendiranih trdnih snovi je treba izvesti pred zaとetkom preskusa in/ali na primer vsakih 

 

§est mesecev, kadar se ve, da je kakovost vide za redとe可e relativno konstantna. Nekatere 

 

kemijske znaとilnisti sprejemijive vide za redとenje si navedene v Didatku 2. 

 

Koncentracび可0或da v preskusni vo或 

 

17. Da lahki§とi tniとna乞 leza sintetizira§と itniとne hormone za pidpori normalni preibrazbi, 

 

mira imeti 1iとinka na vilji divilj jodida v vidi in hrani. Trenutno ni empiriとnih smernic 

 

za n可manje koncentracije jodida v hrani ali vidi za zagitovitev pravilnega razvija. 

 

Vendar lahko razpoli乞livist jodida vpliva na odzivnost§ &tniとnega sistema na snovi, ki 

 

vpivaji na§と itnico, in spremeni bazalno aktivnost §とi tniとne乞 leze, kar je treba upo§tevti 

 

pri razlagi rezultatov histipatologije§と itnice. Na podlagi predhodnega dela je bili 

 

dikazano, da je preskus uspe§en, kadar so koncentracije jodida (I一) v vidi za redとenje med 

 

0,5 in 10 tg/l. N可primer可§a n可maja koncentracija jodida v vidi za red&nje med 

 

celotnim preskusom je 0,5" g/l (dodan kit natrijeva ali kalijeva sol).亡e je preskusna vida 

 

midelna razred&valna vida iz deionizirane vide, je treba dodati najmanj§ o koncentracij a 

 

jida, ti. 0,5 tg/l. Izmerjene koncentracije jodida v preskusni vidi (ti. vidi za red&nje) in 

 

didajanje jidovih ali drugih soli v preskusno vidi (& se uporabi) je treba navesti v 

 

piroとilu. Vsebnost ioda se lahko izmeri ne le v p reskusni vidi. ampak tudi v hrani. 

 

Sistem izpostavljenosti 

 

18. Preskus je bil razvit z upirabo pretoとnega sistema za redとeje.Se staVni deli sistema, ki 

 

pridejo v stik z yodo, mirajo biti iz stekla, nerjavnega jekla in/ali drugih kemijsko inertnih 

 

materialov. Posode za izpostavljanje mirajo biti akvariji iz stekla ali nerjavnega jekia, 

 

uporabna prostornina akvarija pa mora biti med 4,0 in 10,0 1 (namanj§a globina vide 

 

med 10 in 15 cm ).S istem mora podpirati vse koncentracije izpistavljenosti in kontrolo ter 

 

pi potrebi kontrolo s tipilom, s§ tirimi ponovijenimi vzorci na tretiranje in osmimi v 

 

kintrolah. Pretok v posameznem akvariju mora biti konstanten zaradi vzdrevanja 

 

biolo§kih pogijev in izpistavljenosti kemikaliji. Priporolivo je, da si pretoki ustrezni 

 

(npr. najmanj 5 izmenj av v akvarij ih na dan), da se prepre& zmanj§alり e koncentracij e 

 

kemikahje zaradi metabilizma preskusnih organizmov in vodnih mikroorganizmov, 

 

prisotnih v akvarijih, ali abiotskih piti razkroja (hidriliza, 丘 toliza) ali disipacije 

 

(izhlapevanje, sorpcija). Tretirane akvarije je treba nakljuとno dodeliti na po1o河 v sistemu 

 

izpostavljenisti, da se zman河o potencialni uとinki zaradi pilo河a, vk1juとni z majhnimi 

 

raziikami v temperaturi, jakosti svetlobe itd. Veと informacij o vzpostavitvi pretoとnega 

 

sistema izpistavljenosti je na voijo v S tandardnih smernicah AST 1 za izvajanje preskusov 

 

akutne toksiとnosti na preskusnih materialih z ribami, velikimi vretenとarji in dvo乞ivkami 

 

(16). 
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Dodaj anje kemikalije: priprava preskusnih raztopin 

 

19. Za vnos preskusnih raztipin v sister izpistavljenosti je treba osnovno raztopini preskusne 

 

kemikahje v sister izpostavljenosti odmerjati z ustreznoと rpalko ali drugo napravo. Pretok 

 

pred za&tkom izpostavljenosti umeriti v skiadu z analitsko 

 

osnovne raztoprne J e 

 

potrditvijo preskusnih raztipin in ga med preskusom redno VO lumetriとno preverjati. 

 

Preskusno raztopino v vsaki korinl je treba ibnavijati z najmanj 5 izmenjavami 

 

kolとine/dan. 

 

20. Metida, ki se uporabija za uvajanje preskusne kemikalije v sister, se lahko razlikuje glede 

 

na ni ene fizikalni-kemij ske lastnosti. Zato je treba pred preskusom pridobiti osnovne 

 

infirmacije o kemikaliji, ki si ustrezne za diloとitev njene preverijivosti. Med uporabne 

 

in釦rmacije o s pecifiとnih lastnistih preskusne kemikalije spadajo strukturna formula, 

 

milekuiska rasa,とi stist, ibstijnist v vidi in na svetlibi, pKa in K 0w, tipnist v vidi (pi 

 

m i乞nisti v preskusnem mediju), parri tlak in rezultati preskusa za lahki bi ili§ki 

 

razgradljivist (preskusna metida C .4 (17) aliC .29 (18)). Tipnost in parni tiak se lakko 

 

upirabita za izraとun Henr j eve kinstante, ki pika乞e, ali si verjetne izgube zaradi 

 

izhiapevanja preskusne kemikaije. O izvedbi tega preskusa brez zgiraj navedenih 

 

informacij je treba skrbni razmisiiii, saj bi naとrt§ tudij e idvisen id丘 zikaini -kemij skih 

 

lastnisti preskusne kernikalije, brez teh podatkov pa bi mirda rezultate preskusa te乞ki 

 

razii乞iti ali pa bidi brez pimena. Na voiji mira biti zanesijiva analitska metida za 

 

kvantifikaciji preskusne kemikalije v preskusnih raztopinah z znani in i zpriとani toとnisti 

 

ter meji zaznavnosti. Viditipne preskusne kemikalije se lahki raztipiji v alikvitih vide 

 

za redとenje pri kincentraciji, ki imigoとa didajanje pri ciljni preskusni kincentraciji v 

 

pretoとnem sistemu. Za kemikalije, ki so pri sibni temperaturi tekiとe ali trdne in zmerno 

 

topne v vidi, bido mirda pitrebne saturacijske kiline (npr. iz stekiene voine) 

 

tekoとina : teko亡ina ali tekiとina : trdna sniv (19).亡 eprav je migiとe zeli hidnifobne 

 

preskusne kemikalije idmenjati tudi prek hrane, je bili pnidibijenih mali izku§enj z 

 

upirabi te piti izpistavlienosti v tern preskusu. 

 

21. Preskusne raztopine izbranih koncentracij se pripravijo z redとejem isnivne raztipine. 

 

Osnivni raztipini je treba pi ro乞nisti pripraviti prepristi z rne§anjem ali stresanjer 

 

preskusne kerikalije v vidi za redとene z rehanskimi sredstvi (npr. z re§an er injali 

 

ultrazvokorn). Za pnidobitev pnirnerno koncentrirane osnovne raztopine se lahko uporabijo 

 

saturacijske kolone/sistemi ali metode pasivnega odmerjanja (20). Za乞elena je uporaba 

 

preskusnega sistema brez pomo乞nega topila; vendar imajo razliとne preskusne kerikalije 

 

razliとne fizikalno-kemij ske lastnosti, zaradi katerih bodo verjetno pitrebni razliとni pristopi 

 

za pnipravo vide za izpostavljenost kernikalij ar. Cir bili si je treba prizadevati za 

 

neuporabo topil ali nosilcev, ker: (1) lahko nekatera topila povzrojo toksiとnost in/ali 

 

ne乞elene ali nepriとakovane odzive, (2) lahko presku§anje kernikalij fad njihivi 

 

vodotopnostjo (kar se lakko p020st0 z2odi pri uporabi topifl privede do netoとnih doloとiteV 
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uとinkoVitih koncentracij, (3) lahko uporaba topil v dolgotr可n可§ih preskusih privede do 

 

znatne stopnje razvoja blo丘lma, povezanega z mikrobno dejavnostjo, kar lahko vpliva na 

 

okoijske pogoje in zmo乞nost vzdrevana koncentracij izpostavljenosti, ter (4) ob 

 

neobstoju preteklih podatkov, ki k吃可0, da topilo ne vpliva na rezultat§ tudie, upi raba 

 

topil zahteva kintrolno tretiranje s topilom, kar ira prec可ne posledice za dobrobit乞iva li, 

 

saj so za izvedbo preskusa potrebne dodatne乞i vali. Za kemikalije, ki jih je te乞ko preskusiti, 

 

se lahko kot zadnja re§itev uporabi topilo, priとeme rje treba za doloとitev n jbole metode 

 

upo§teVti S mernico OECD za presku§ane toksiとnosti zahtevnih snovi in zmesi v vidner 

 

okoiju (21). Topilo se izbere na podlagi kemijskih lastnosti preskusne kemikalije in 

 

razpolo乞ljivosti preteklih kontrolnih podatkov o topilu. Ob neobstoju preteklih podatkov je 

 

treba primernost topila doli亡lti pred izvedbo dokon亡ne§ tudije.亡e se uporabi topila ni 

 

mogo& izogniti in se pojavi mikrobna dejavnost (razvoj biofilma), se priporoぬ 

 

evidentiralj e/sporoとane razvija biofilma po akvarijih (vsaj tedensko) med celotnim 

 

preskusom. V idealnih razmerah bi morala biti koncentracija topila konstantna v kontroli s 

 

topilom in vseh preskusnih tretiranjih.亡e koncentracija topila ni konstantna, je treba v 

 

kontroli s topilom uporabitin jvijo koncentracijo topila v preskusnem tretiranju. Kadar se 

 

uporabi topilo kot nosilec, njVi萄e koncentracije topila ne smeji presegati 100 tl/l ali 

 

100 mg/l (21), priporolivo pa je tudi, da koncentracija topila ostaneと imn i司a (npr. 

 

S20 tl/l), da bi se izignili mo乞nim uとinkom topila na izmerjene konとne tiとke (22). 

 

Preskusne 乞 vaii 

 

je X laevis, ker: (1) se rutinsko goji v laboratorijih po vsem svetu, (2) se 

 

pridobi prek komercialnih dobaviteljev in (3) je mo goとe pri njej doloとiti 

 

Preskllsm l/lsた1 

 

22. Preskusna vrsta 

 

lakko enostavno 

 

genetski spil. 

 

lskrba odraslih osebkov in rlzmm吃evl可e 

 

23. Ustrezna oskrba in razmno乞evanje X laevis sta opisana s standardnimi smernicami (23). 

 

Nastanitev in skrb za X laevis je opisal tudi Read (24). Za zaとetek razmno乞evanja se v tri 

 

do pet parov odraslih samic in samcev intraperitonealno injicira humani horionski 

 

gonadotropin (hCG). V samice in samee se injicira npr. pribli乞no 800-1 000 lU oziroma 

 

500-800 lU hCG, raztopljenega v 0,6-0,9-odstotni solni raztopini (npr. Ringerjeva 

 

raztopina za 乞abe , 丘 ziolo§ka raztopina za uporabo pri dvo乞ivkah; 

 

www.hermes.mbl. edu/biologicalbulletin/compendium/comp -RGR.html). mi ekcij ski 

 

volumen mora biti pribli乞no 10 til/g telesne te乞e (~ 1 000 kil). Pari, pri katerih se je zaとelo 

 

razmni乞evan e, so nato v velikih akvarijih v okoiju, ki jih ne ivira, in v s ttiとnih pogojih, 

 

da se spodbuja ampleksus. Dno vsakega akvarija za razmno乞evanje mora imeti navidezno 

 

dno iz mre乞e iz nerjavnega jekla (npr. 1,25 cm velike odprtine), ki o migoとa prehajanje 

 

jai&c na dno akvarija. Zabe. v katere je bil hCG injiciran pozno popoldne. obiとaino 
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od1o菊o veとinoj可とec do sredine naslednjega dopoldneva. Ko je o dlo乞enih in oplojenih 

 

dovoij j可とec, je treba odrasle osebke odstraniti iz akvarijev za razmno乞eVanje.J jとeca se 

 

nato zberejo, sluzast lvii pa se odstrani s tretiranjem z L-cisteinom (23). Pripraviti je treba 

 

2-dstotno L-cisteinsko raztopino, vrednost pI pa prilagoditi na 8,1 z 1 M Nail. Ta 

 

raztopina s temperaturo 21 oc se doda v 500-mililitrsko erlenmajerico, ki vsebuje jaj&ca iz 

 

enega samega mresta, nato pa se eno do dve minuti ne乞no mega in temeijito od 6- do 8-krat 

 

spere z vidi za gojenje s temperaturo 21。C .J求eca se nati preneseji v kristalizirko in 

 

ugotovi se > 70-idstitna viabilnost z minimalnimi nenormalnostmi pri zarodkih, pri 

 

katerih se deliji celice. 

 

NACRT PRESKUSA 

 

Preskusne koncentracije 

 

24. Priporoとa se uporaba najmanj § tirih preskusnih koncentracij in ustreznih kontrol (vk1u亡no 

 

s kontrolami s topilom, & je to potrebno). Na s plo§no se priporoとa razmik med 

 

koncentracij ami (faktor razmika), ki ne presega 3,2. 

 

25. Za namene tega preskusaje treba pri doloとitvi n可vi萄e preskusne koncentracije, kolikorje 

 

mogo&, uporabiti rezultate iz obst可eとih§ tudi dVo乞ivk, da se tako prepreij0 oとitno 

 

strupene koncentracije. K do1oとitVi te koncentracije lahko prispevajo informacije iz, na 

 

primer, kvantitativnih razmerij med strukturo in aktivnostjo, navzkri乞na branja in podatki 

 

iz obstjeとih§ tudij dvo乞ivk, kot so preskus preobrazbe do乞iVk, preskusna metoda C .38 

 

(25) in preskus teratogeneze embriov乞 ab - Xenopus (23) in/ali preskusi na ribah, kit so 

 

preskusne metode c.48,C .41 in c.49 (26) (27) (28). Pred izvedbo preskusa LAGDA se 

 

lahko izvede poskus za do1oとanje ob mo可a. Priporoとjivo je, da se izpostavljenost za 

 

dol&anje ob moja zaとne v 24 urah od oploditve in nadaljuje od 7 do 14 dni (ali po potrebi 

 

ve ), preskusne koncentracije pa se do1oijo tako, da intervali med njimi niso ve ji od 

 

faktorja 10. Rezultate poskusa za doloとane obmoja je treba uporabiti za do1oとitev 

 

n可vije preskusne koncentracije v preskusu LAGDA. Upo§tevjte, da se lahko, & je treba 

 

uporabiti topilo, v okviru§ tudije za do1oとanje obmo可a doloとi tudi primernost topila (ti. ali 

 

lahko vpliva na rezultat§ tudij e). 

 

Ponovijeni vzorci v okviru tretiranih skupin in kontrol 

 

26. Uporabiti je treba najmanj§ tiri ponovitvene akvarije na preskusno koncentracijo in 

 

najmanj iscm ponovijenih vzorcev za kontrole (in kontrolo s topilom, & je potrebna) (ti. 

 

da se zagotovi ustrezna s ttistiとna moと, mora biti ponovijenih vzorcev v kontroli in 

 

morebitni kontrol s topilom dvakrat toliko kit ponovljenih vzorcev vsake tretirane 

 

§tevi1o 

 

Vendar 

 

lahko vsebuje naveと 20乞 iva1i. N可manje 

 

vzorec 

 

za podvzorec pri 62. fazi NF in 10 miadih osebkov). 
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se v vsak ponovijeni vzorec dodajo dodatne乞iVa 1i, da se upo§teVa mo乞 nost pogina, pri 

 

とemer se vzdrue kritiとno§ tevilo 15. 

 

POSTOPEK 

 

Pregled preskusa 

 

27. Preskus se zaとne z noVood1o乞enimi zarodki (8.-10. faza NF) in nadaijuje do razvoja 

 

miadih osebkov. 2iva1i se pregledujejo dnevno zaradi pogina in kakr§nih koui znakov 

 

nenormalnega o bna§ana. V 62. fazi NF se vzame podvzorec liとink (di 5乞 ivali na 

 

ponovijeni vzorec) in preuとio se razlとne konとne toとke (preglednica 1). Ko vse乞i val 

 

dose珂o 66. fazo NF, ti. konとano preobrazbo (ali 70 dni po zaとetk preskusa, odvisno od 

 

tega, kaj je prei), se izvede nakljuとna i z1oとiteV (vendar brez podvzor&nja), da se zma事a 

 

§ teVilo 乞i vali (10 na akvarij) (glej odstavek 43), preostale 乞i vali pa ostanejo izpostavljene 

 

do 10 tednov po srednjemと asu do 62. faze NF v kontroli. Ob koncu preskusa (vzorとenje 

 

miadih os ebkov〕 se izvedeio dodatne meritve (Drealednica 1 ') 

 

Pogoji izpostavljenosti 

 

28. Celotni povzetek parametrov preskusa je v Dodatku 3. v obdobju izpostavljenosti je treba 

 

vsak dan meriti raztopljeni kisik, temperaturo in vrednost pH preskusnih raztopin. 

 

Prevodnost, alkalnost in trdota se merijo enkrat meseとno. Kar zadeva temperaturo vode 

 

preskusnih raztopin, raziike med ponovljenimi vzorci in med tretiranji (v ener dnevu) ne 

 

smejo presegati 1,0 o C. Tudi pri pi preskusnih raztopin razlike med ponovljenimi vzorci 

 

in med tretiranji ne smejo presegati 0,5. 

 

29. Izpostavljeni akvariji se lahko vsak dan oとistijo z izsesavanjem, da se odstranijo ne zauita 

 

hrana in odpadki, pri &mer je treba paziti, da ne pride do navzkri乞ne kontaminacije 

 

akvarijev.亡i m bolj je treba zmn§ti stres in travmo za乞i vali, zlasti med seljenjem, 

 

とi§と enjem akvarija in ravnanjem z njimi. Prepreとiti je treba stresne razmere/dejavnosti, kot 

 

so glasen in/ali nenehen hrup, trkanje po akvariju, tresljaji v akvariju. 

 

Traj anje izpostavljenosti preskusni kemikaliji 

 

30. Izpostavljenost se zaとne z novoodlo乞enimi zarodki (8.-10. faza NF) in nadaijuje 

 

10 tednov po srednjemとa su do 62. faze NF (S 45 dni od zaとetka preskusa) v kontro 

 

skupini. Na splo§no preskus LAGDA traja 16 tednov (najveと 17 tednov). 

 

Za&tek preskusa 

 

31. Za s tar§e, ki se uporabijo za zaとetek preskusa, je treba predhodno dokazati, da proizvajajo 

 

potomce, ki jim je m ogoとe doloとiti genetski spol (Dodatek 5). Po mrestenju odraslih 

 

osebkov se zarodki odvzamejo, tretirajo s cisteinom, da se odstrani sluzasti ovoj, in 

 

presejejo za viabilnost (23). Tretiranje s cisteinom o mogoとa ravnanje z zarodki med 
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presejalnim pregledom, ne da bi se ti prijemali na poVr§ine. Presejalni pregled se opravi 

 

pod stereomikroskopom z ustrezno veliko kapalko, da se odstranijo neviabilni zarodki. 

 

Z吃eleno je, da se za preskus upirabi en sam mrest z veと kit 70-odstotno viabilnostjo. 

 

Zarodki v 8.-10. fazi NF se naklju亡no razdelij o v tretirane akvarij e za izpostavlj enist, ki 

 

vsebujejo ustrezno koliとino vide za redとenje, dokler ni v vsakem akvariju pi 20 zarodkov. 

 

Med tern prenosom je treba z zarodki ravnati zelo previdno, da seとim bili zmanja stres 

 

zaradi prenosa in prepreio po§kodbe. V 96 urah pi oploditvi se mirajo paglavci 

 

oremakniti navzgor Di vidner stilDcu in se zaとeti oriiemati na stranice akvariia. 

 

Naとin hranjenja 

 

32. 'rafa in stipnja hranjenja se v razliとnih乞 ivljenskih fazah X. laevis raziikujeta in sta zelo 

 

pomemben vidik protokola LAGDA.亡e zmemo hranjenje v fazi li&nk ibi阿no privede di 

 

poveとane pijavnosti in resnosti skolioze (Dodatek 8), zato se mu je treba izogibati. Pi 

 

drugi strani nezadostno hranjenje v fazi liとink privede di zelo razliとnih hitrosti razvoja 

 

med kontrolami, kar lahko igrozi statistiとno miと ali vpliva na rezultate preskusa. V 

 

Dodatku 4 sta navedena pripiroとena prehrana in naとin hranjenja li亡ink in mladih osebkov 

 

X. laevis v pretiとnih razmerah, vendar pa si dipustne druge mo乞nosti, & preskusni 

 

irganizmi zadiviijivo rastejo in se razvijajo. Opizoriti je treba, da亡e se merijo kinとne 

 

toとke, specifiとne za endikrini sister, mora biti hrana brez endokrinih aktivnih snovi, kit 

 

je sojina mika. 

 

Hra可e可e lidnk 

 

33. Priporoとena prehrana 1iとink je sestavij ena iz zaとetne hrane za postrvi, plo§とic alg spirulina 

 

inと ipsa za ziate ribice (npr. kismiとi TetraFin⑧, Tetra, Nem菊a), zme§anih skupaj v vidi za 

 

gijenje (ali redとene). Ta me§anica se daje trikrat dnevno ob delivnikih in enkrat dnevni 

 

ib koncu tedna. Paglavci se id 8. dne pi iploditvi hranijo tudi s 24-ur starimi乞i vimi 

 

navpliji silinskih rakcev vrste Arteria, in sicer dvakrat dnevni ib delovnikih in enkrat 

 

dnevno ob kincu tedna. Iranjenje li'ink, ki mora biti skladno v vseh preskusnih posodah, 

 

mora imigoとti ustrezni rast in razvoj preskusnih 乞 ivah, da se zagotovita obnovijivost in 

 

prenosijivist rezultativ preskusa: (1) srednjiとa s di 62. faze NF v kintrolah mira biti 

 

S 45 dni in (2) pri 62. fazi NF v kontrilah je pripiroとena srednja te乞a v obmoj 

 

Lo士0,2 g. 

 

Hra可e可emた或h oseb肋v 

 

34. Ko je preobrazba konとana, je prehrana sestavijena iz visikikakovostne tineとe hrane za 

 

乞 abe, npr.S inking Frig Fiod -3/32 (Xenipus Express, Florida, ZDA) (Dodatek 4). Za 

 

乞 abice (zgodnje mlade osebke) se peleti na hitro zmeljeji v kavnem m 1inとku ali me§alniku 

 

ali zdribijo v mo乞nru, da se zmanj河o. Ko si miadi osebki divolj veliki, da lahko 

 

zauijjo cele pelete, mietje ali drobijenje ni veと pitrebno. Zivali je treba hraniti enkrat 

 

dnevno. Tudi branjenje miadih isebkiv mora omigoとti ustrezno rast in razvoj 
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organizmov: pri kontrolnih miadih osebkih je ob koncu preskusa priporo'ena srednja te加 

 

v obmoju 11,5士 3g. 

 

Analitiとna kemija 

 

35. Pred za&tkom preskusa je treba oceniti stabilnost preskusne kemikalije (npr. topnost, 

 

razgradljivost in hiapnost) in do1oとiti vse potrebne analitske metode, na primer na podlagi 

 

o bstjeとih informacij ali znanja. Pri odmerjanju prek vide za redとene je pripiroとeno, da 

 

se preskusne raztopine iz vsakega ponovitvenega akvarija analiziraji pred zaとetkim 

 

preskusa, da se preveri uとinkoVitost sistema. V obdibju izpostavljenosti se koncentracije 

 

preskusne kemikalije di1o珂o v ustreznihと asovnih razmikih, po mo乞nosti vsak teden za 

 

vsaj en ponovijeni vzirec v vsaki tretirani skupini, priとeme r se vsak teden ritira med 

 

ponovijenimi vzorci iste tretirane skupine. Pripiro1ivo je, da rezultati temeijijo na 

 

izmerjenih koncentracijah.亡e pa se je koncentracija preskusne kemikalije v raztipini 

 

zadovolj ivi vzdr乞eva1a znotraj + 20 % nominalne koncentracije vesとas preskusa, lahko 

 

rezultati temeljijo na nominalnih ali izmerjenih vrednostih. Pray tako je treba tudi 

 

koe丘cient variacije (CV) izmerjenih preskusnih koncentracij v celitnem obdobju preskusa 

 

v okviru tretiranja pri vsaki koncentraciji vzdr乞eVati pri naVeと 20 %.亡e izmerjene 

 

koncentracije ne istanejo v ob mo可u 80-120 % nominalne koncentracije (kadar se na 

 

primer presku§ji zelo biorazgradlj ive ali adsorptivne kemikalije), je treba koncentracije z 

 

uとinkim pri pretoとnih preskusih doloとiti in izraziti glede na a ritmetiとno sredino 

 

koncentracij. 

 

36. Pretoke vide za redとenje in osnovne raztopine je treba med celotnim trajanjem 

 

izpostavljenosti preverjati v ustreznih 'asovnih razmikih (npr. trikrat tedensko). V primeru 

 

kemikalij, ki jih pri nekaterih ali vseh nominalnih koncentracijah ni mo goとe zaznati (npr. 

 

zaradi hitrega razkroja ali adsirpcije v preskusnih pisidah ali ipaznega kopiとena 

 

kemikalij e v telesih izpostavlj enih乞i vali), j e priporo'lj ivo v vsaki korini prilagoditi 

 

stopnjo izmenjave preskusne raztipine, da bi preskusne koncentracije ostale &m bili 

 

konstantne. 

 

0pa乞ana in meritve konとnih toとk 

 

37. Med konとnimi toとkami, ki se ocenjujejo med izpostavljenostjo, so tiste, ki ka河o na 

 

toksi6nost, vkljuとno s smrtnostjo, nenormalnim o bna§anjem, kit so kliniとni znaki bolezni 

 

in/ali spli§ne toksiじnosti, in dejavnika rasti (dol乞ina in te乞a)), ter patolo§ke konとne to&e, 

 

ki lahki ustrezajo tako s plo§ni tiksiとnosti kit tudi endikrinemu delovanju, usmerjenemu 

 

na piti, ki jih nadzorujejo estrogeni, androgeni ali§と itnica. Poleg tega se lahko ob kincu 

 

preskusa neobvezno izmeri koncentracija VTG v plazmi. Meritev VTG lahko kiristi pri 

 

razumevanju rezultatov§ tudije v okviru endokrinih mehanizmiv za domnevne EDC. 

 

K onとne tiとke in 'asovni okvir meritev so Dovzeti v Dreglednici 1. 
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Preglednica 1: Pregled kn亡nih to亡k preskusa LAGDA 

 

Konとne ti&e* 

 

Dn evn0 

 

Vmesno vzorとene 

 

(vzorとene 1iとink) 

 

Ob koncu preskusa 

 

(vzorとene miadih 

 

osebkov) 

 

Smrtnost in animali] 

 

亡as di 62. faze NF 

 

Histi(pati)ligija (§とitniとne乞 1ez) 

 

Mirfimetrija (rast pi tdi in di1ini) 

 

Jetrni-simatski indeks (LS1) 

 

Razmerj e med genetskim/fenitip skim 

 

spilim 

 

Histipatiligija (spilne 乞 1eze, spilni 

 

vidi, ledvice in jetra) 

 

Viteligenin (VTG) (neibvezni) 

 

出Vse knとne toとk se s ttistiとno analizirajo. 

 

X 

 

X 
X 

X 

 

X 

 

X 

 

X 
X 

X 

 

Smrtnost in dnevna o pa乞a可a 

 

38. Vsak dan je treba pregledati, ali so v preskusnih akvarij ih mrtve乞i val, in evidentirati 

 

pogine za posamezne akvarij e. Irtve乞iVa li j e treba takoj, ko so opa乞ene, odstraniti iz 

 

preskusnega akvarija. Razvojno fazo mrtvih乞iva li je treba uvrstiti pred 58. fazo NF (pred 

 

pojavom sprednjih krakov), med 58. in 62. fazo NF, med 63. in 66. fazo NF (med 62. fazo 

 

NF in popolno resorpcijo repa) ali po 66. fazi NF (po fazi liとinke).S topnje smrtnosti, ki 

 

presegajo 20 %, lahko ka菊o neustrezne preskusne pogoje ali oとitno toksiとne uとinke 

 

preskusne kemikalije.之iVa li so za pogine, ki jih ne povzroとa kemikalija, obiとjno najbolj 

 

o bとutlj ive v prvih nekaj dneh razvoja po mrestenju in med metamorfoznim klimaksom. 

 

Taka smrtnost je lahko razvidna iz kontrolnih podatkov. 

 

39. Poleg tega je treba evidentirati vsako o pa乞eno nenormalno o bna§ani e, zelo vidne 

 

deformnosti (npr. skoliozo) ali lezije. 0pa乞ene primere skolioze je treba pre§teti 

 

(pojavnost) in oceniti glede na resnost (npr. neopazna - NO, minimalna - 1, zmerna - 2, 

 

huda - 3; Dodatek 8). Prizadevati si je treba za zagotovitev, da je prevalenca zmerne in 

 

hude skolioze vesとa s§ tudie omejena (npr. pod 10 % v kontrolah), 'eprav veja 

 

prevalenca nenormalnosti v kontrolah ni nujno razlog za ustavitev preskusa. Za normalno 

 

obna§anje liとink je znaとilno, da plavajo v vidner stolpcu z repom fad glavo, redno 

 

ritmiとno udarjajo z repno plavutjo, redno prihajajo na povr§ino, prerikajo§ krni pokiopec 

 

in se odzivajo na dra乞laje. Nenorralno o bna§anje bi na primer vklju&valo lebdenje na 

 

gladini, le乞anje na dnu akvarija, obrnjen ali nepravilen naとin plavanja, odsotnost 

 

povr§inske aktivnosti in neodzivanje na dra乞liaie. Pri乞iv alih po preobrazbi je treba poleg 
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zgoraj navedenega nenormalnega o bna§ania evidentirati tudi velike raziike pri porabi hrane 

 

med tretiranji. Velike deformnosti in lezije lahki med drugim vkluとueomo rflo§ke 

 

nenormalnosti (npr. defirmacije krakiv), hemoragiとne lezije, edere v trebu§ni votlini in 

 

bakterij ske ali g1iviとne o ku乞be. Pij av lezij na glavi mladih osebkov, takoj za nisnicami, je 

 

lahki znak nezadostne stopnje vlage. Te ugotovitve si kvalitativne, pri &mer jih je treba 

 

ibravnavati podobni kit kliniとne znake bolezni/stresa in jih primerjati s kintrolnimi 

 

乞ivalmi. Ce je stopnja pijavnisti v izpistavljenih akvarijih veja kit v kintrilnih 

 

akvarijih, jo je treba ibravnavati kit dokaz iとitne toksiとnisti. 

 

Podvzorとe可e liとink 

 

rreglea POavzreWa ilcznk 

 

40. Paglavce, ki si disegli 62. fazi NF, je treba odstraniti iz akvarijev in jih bidisi V zirとiti ali 

 

preseliti v naslednji del izpostavljenisti v nivem akvariju bodisi丘 ziとno liとiti id preistalih 

 

paglavcev v istem akvariju s predelnim elementim. Paglavci se preverjajo vsak dan, pri 

 

&mer se evidentira dan§ tudie, ko posamezni paglavec dise乞e 62. fazi NF. 0dliとilna 

 

znaとilnist, ki se upirabi pri tej iceni, je iblika glave. Ki se velikist glave zmanja, taki 

 

da je vizualni pribli乞ni enako§ irika kit trup paglavca, sprednji krak pa je v vi§ini sredine 

 

srca. se za Disamezni osebek§ teie. da ie discadl 62. fazo NF. 

 

41. Cilj je, da se vzirとi skupaj pet paglavcev v 62. fazi NF na pinivitveni akvarij. Vzor&nje 

 

mira biti popolnoma nakluとni, vendar se je treba i fjern o dliとiti predhodni. {ipotetiとni 

 

primer pinivitvenega akvarija je prikazan na slik! 1.亡e je v posameznem akvariju 

 

20 pre乞ivelih paglavcev, ko prvi dose乞e 62. fazi NF, je treba izbrati pet nakljuとnih§ tevi1k 

 

med lin 20. Paglavec #1 je prvi osebek, kije disegel 62. fazo NF, paglavec #20 pa isebek 

 

v akvariju, ki jo je disegel zadnji. Podibno je treba izbrati pet nakljuとnih§ tevilk med 1 in 

 

18,と e je v akvariju 18 pre乞ivelih liとink. To je treba opraviti za vsak ponovitveni akvarij, 

 

ko prvi osebek v preskusu dose乞e 62. fazi NF. V primeru poginov med vzorとenem med 

 

62. fazo NF je treba preistale vzorce nakljuとno prerazpirediti glede na to, koliko liとnik je 

 

ostalo 'Z 62. faze NF in koliko vzorcev je§e potrebnih za skupaj pet vzorcev iz zadevnega 

 

ponovitvenega akvarija. Na dan, ko paglavec dose乞e 62. fazo NF, se upo§teva pripravijeni 

 

naとrt vzorとenja, da se doloとi, ali je treba ta osebek vzor&ti ali fziとno loとiti od preostalih 

 

paglavcev za nadaljnj o izpostavlj enost. V predstavlj ener primeru (slika 1) je prvi osebek, 

 

ki dose乞e 62. fazi NF (ti. okence #1), fiziとno loとen od drugih l i亡ink in§e naprej 

 

izpostavljen, poleg tega se evidentira dan§ tudije, ko je ta osebek dosegel 62. fazo NF. 

 

Nadalje se osebka #2 in #3 obravnavata enako kit osebek #1, osebek #4 pa se nati vzorとi 

 

za rast in histologijo§と itnice (glede na ta primer). Ta postopek se nadaijuje, dokier se 

 

20. osebek bodisi pridr'乞i preostalim osebkom po 62. fazi NF bodisi vzorとi. Z 

 

uporabljenir nakljuとnim postopkom je treba vsakemu organizmu, ki se presku§a, 

 

zaaotoviti enako verietnost izbire. To ie m ogoとe doseとi z uDorabo katere koli metode 
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nakluとnega vzorca, vendar je treba pri tern na neki toとki v obdobju podvzorとenja pri 

 

62. fazi NF tudi ujeti vsakega paglavca. 

 

Slka 1:H potti& primer naとrta vzorとe可a pri 62. fazi NF za e n ponovitveni akvarij 

 

Cas 

 

> 

 

En ponovitveni akvarij - brez poginov 

 

1� 2 3�4�5 161 7 1819IloIllll2ト3ト4ト5ト6ト7ト8�1司20 

 

ロPosamezne lにlnkeロ Podvzorec 

 

42. Pri podvzor&nju 1iとink so pridobijene konとne to亡ke: (1) 'as do 62. faze NF (ti.§ tevilo dni 

 

med oploditvijo in 62. fazo NF), (2) zunanje nenormalnosti, (3) morfornetrija (npr. te乞a in 

 

dolina) in (4) histologija§とi tnice. 

 

Humana usmiガtevPaglavcev 

 

43. Podvzorec paglavcev pri 62. fazi NF (5 osebkov na ponovljeni vzorec) je treba 

 

evtanazirati, tako da se za 30 minut potopijo v ustrezne koliとine (npr. 500 ml) raztopine za 

 

anestezijo (npr. 0,3-odstotna raztopina 1S-222, trikain metan sulfonat,§ t.CAS 886-86-2). 

 

Raztopino 1S-222 je treba pufrati z natrijevim bikarbonatom do vrednosti pH pribli乞no 

 

7,0, ker je nepufrana raztopina 1S-222 kisla in dra乞i ko乞o乞a b, kar povzroとi slabo 

 

absorpcijo in nepotreben dodaten stres za organizme. 

 

44. Paglavec se z majhnim sakom odstrani iz poskusne komore in prenese (vnese) v raztopino 

 

za evtanazijo.乞 ival je pravilno evtanazirana in pripravljena za obdukcijo, ko se ne odziva 

 

na zunanje dra乞ljje, kotje §と ipane v zadnji krak s kle§6arni. 

 

Mo加metri:ja (tえl in dlinり 

 

45. Mikro te乞o (na mg natanとno) in dol乞ino od ust do zadnjiとne odprtine (SVL) (na 0,1 mm 

 

natanとno) vsakega paglavca j e treba izmeriti takoj, ko z anestezij o postane neodziven 

 

(slika 2a). Za meritev S VL s ftograje se lahko uporabi programska oprema za analizo 

 

slike. Paglavce je treba pred tehtanjem o su§iti s pivnikom, da se odstrani odveとna 

 

adherentna voda. Po meritvah velikosti (te乞a in SV L) je treba evidentirati ali zapisati vse 

 

velike morfolo§ke nenormalnosti in/ali kliniとne znake toksiとnosti, kot so skolioza (glej 

 

Dodatek 8), petehije ali hemoragija, priporoとa pa se tudi digitalna dokumentacija. Petehije 

 

so majhne rde'e ali viio1iとne krvavitve v ko乞nih kapilarah. 

 

inβkac如tkiva 
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46. Pri podvzorcu liとink se opravi histo1o§ka analiza§とi tniとne乞 leze.S podni del trupa za 

 

sprednjimi kraki se odstrani in zaVr乞e. Obrezani trup se丘 ksira v Davidsonovem fiksativu. 

 

Fiksativa mora biti v posodi vsaj desetkrat veと od pribli乞ne prostornine tkiv. Za ustrezno 

 

fiksiranje zadevnih tkiv je treba doseとi ustrezno me§a可e ali kro乞ene fiksativa. Vsa tkiva 

 

ostanejo v Davidsonovem fiksativu najmanj 48 ur, vendar ne veと kot 96 ur, nakar se 

 

sperejo v deionizirani vodi in shranijo v li-odstotnem nevtrainem pufranem formainu (1) 

 

(29). 

 

Hit olgila記i tice 

 

47. Pri vsakem podvzorcu liとink (fiksirana tkiva) se opravi histoio§ka preiskava§とi tniとne 

 

乞leze, ti. diagnoza in ocena resnosti (29) (30). 

 

Slka 2: Orientacijske toとk za merjenje dol乞ine od ust do zadniとne odprtine pri preskusu LAGDA pri 

 

62. fazi NF (a) in mladih乞 bah (b). 0dloとilne zaとilnosti pri 62. fazi NF (): giava je enako§ irok kit 

 

trup, vohalni乞 ivec je krji id premera vohalnega bulbusa (hrbtni pogled), sprednja kraka pa sta v vi§ini 

 

srea (trebu§ni pogled).S 1ike povzete po Nieuwkoopu in Faberju (1994). 

 

b.ソzor亡e1」e rは」にev 

 

楚 

 

き 

 

厳 

 

f 

 

加出na od 'tst do 

 

zadn亡I● o dptn 

 

fazaN FI 

 

、 

 

Konec izpostavljenosti 1!と!nk 

 

48. Glede na zaとetno§ tevilo paglavcev se priとakue, da bo verjetno majhen dele乞 osebkov, ki 

 

se ne bodo razvili nirmalno in dokonとali preobrazbe (66. faza NF) v razumnemと asu. 

 

Izpostavljenost liとink ne sme trajati ve亡 kit 70 dni. Vse preostale paglavce ob koncu tega 

 

obdobja je treba evtanazirati (glej idstavek 43), izmeriti njihovo mikro te乞o in S VL, 

 

doloとiti fazo po Nieuwkoopu in Faberju, 1994, ter zabele乞iti vse razvojne nenormalnosti. 

 

Iz1oとitev pi 66. faz! NF 

 

49. Od 66. faze NF (popolna resorpcija repa) mira do konca izpostavljenosti ostati deset 

 

osebkov na akvarij. Ko vse乞 ivali doseeo 66. fazo NF ali p0 70 dneh (odvisno od tega, 
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66. fazi NF, ki ne bodo ostale 

 

kaj je prei), je zato potrebna i zloとiteV.ziVa li po 

 

izpostavljene, je treba izbrati nakluとno. 

 

50.乞lV al, ki niso izbrane za nadaljnjo izpostavljenost, se evtanazirajo (glej odstavek 43). Pri 

 

vsaki 乞 iVali se izmerijo razvojna faza, mokra te乞a in S L (slika 2b) ter opravi 

 

makroskopska obdukcija. Fenotipski spoi (na podlagi morfologije spolnih乞 lez) se zabe1ei 

 

kot samica, samec ali nedoloとen. 

 

Vzorとe可e miadih osebkov 

 

乃・egld vzore可arんdiii osebk0V 

 

51. Preostale乞iVa li ostanejo izpostavljene do 10 tednov po srednjemとas u do 62. faze NF v 

 

kontroli z yodo za redとene (in/ali kontroli s topilom,とe je ustrezno). Po koncu obdobja 

 

izpostavljenosti se preostale乞 iVali evtanazirajo (n可veと 10乞 ab na ponovljeni vzorec), pri 

 

と emer se izmerijo ali ocenijo in evidentirajo razlとne konとne toとke: (1) morfometrija (te加 

 

in dol乞ina), (2) razmerja med fenotipskim/genotipskim spolom, (3) te乞a jeter (jetrno - 

 

somatski indeks), (4) histopatologija (spolne 乞le ze, spolni vodi, jetra in ledvice) in 

 

neobvezno (5) VTG v pla zmi. 

 

zんmana usmrtitev乞ab 

 

52. Vzorci miadih osebkov, ti.乞 ab po preobrazbi, se evtanazirajo z intraperitonealnim 

 

injiciranjem anestetika, npr. il-odstotnega 1S-222 v ustrezni raztopini fosfatnega pufra. 

 

Zabe se lahko vzorio, ko postanejo neodzivne (pribli乞no dve minuti po injiciranju, 'e se 

 

uporabi li-odstotni 1s-222 v odmerku 0,01 ml na g 乞a be).亡e prav bi se lahko miade乞 ab 

 

potopile v vigio koncentracijo anestetika (1S-222), so izkune pokazale, da anesteziranje 

 

po tej metodi traja dije in da zaradi tega V zorとenje morda ne bo mogo亡e. Z injiciranjem se 

 

zagotovi uとinkoVita in hitra evtanaziia pred V zorとe可em. Vzorとenje se lahko zaとne§ e1e, ko 

 

je potrjena neodzivnost乞 ab, da se zagotovi, da so乞 iVa1i mrtve.亡 e so pri乞 bah vidni znaki 

 

prece nega trpljenja (zelo hudo trpljenje, p0gmn je mogoとe zanesijivo napovedati) in se 

 

obravnavajo kit umiraoとe, je treba乞 ivali anestezirati in evtanazirati ter jih za analizo 

 

podatkov obravnavati kot smrtne primere. Kadar se乞a ba evtanazira zaradi obolevnosti, ie 

 

to treba zabele乞iti in sporo&ti. Odvisno od tega, kdaj med§ tudio ie乞 aba evtanazirana, se 

 

lahko 乞 aba zadri za histoptolo§ko analizo (fiksiranje乞 abe za morebitno histoptol oglio). 

 

Moグbmetr加(tzl in diinり 

 

53. leritve mokre te乞e in S LV (slika 2b) so enake meritvam, predstavljenim pri podvzorとenu 

 

liとink. 

 

v plazmi meobveznり 

 

54. VTG ie s plo§no sprejet bioozna&valec, ki izhaja iz izpostavljenosti estrogenim 

 

kemikahjam. Za preskus LAGDA se lahko pri vzorcih miadih osebkov neobvezno izmeri 
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VTO v plazmi (to je lahko§e posebej ustrezno, kadar se zdi, da je preskusna kemikalija 

 

estrogen). 

 

55. Pri evtanaziranem miadem osebku se o dre乞eta zadnja kraka in odvzame kri s 

 

heparinizirano kapilaro (とepraV so lahko primerne druge metode odvzema krvi, na primer 

 

punkcija srca). Kri se iztisne v mikrocentrifugirko (npr. s prostornino 1,5 ml), in ta se 

 

centrifugira za pridobitev plazme. Vzorce plazme je treba do doloとite VTO hraniti pri - 

 

70 oc ali ni司i temperaturi. Koncentracija VTO v plazmi se lahko izmeri z metodo 

 

encimskega imunskega testa (ELISA) (Dodatek 6) ali drugo metodo, kot je masna 

 

spektrometrija (31). Zaradi ve可e obとutlivosti so za乞elena protitelesa, speci丘とna za vrsto. 

 

DOldtv genetskega spola 

 

56. Genetski spol vsake miade乞 be se oceni na podlagi oznaとevalcev, ki so jih razvili 

 

Yoshimoto e t a l. (11). Za do1oとitev genetskega spola se med seciranjem odvzame del 

 

zadnjega kraka (ali cel krak) (ali katerega koli drugega tkiva) in shrani v mikrocentrifugirki 

 

(vzorci tkiva 乞 ab se lahko vzamejo iz katerega kou tkiva). Do izolacije 

 

deoksiribonukleinske kisline (DNK) se lahko tkivo shrani pri -20。 c ali ni司i temperaturi. 

 

Izolacija DNK iz tkiv se lahko opravi s pripomoとki, ki so na voljo na trgu, prisotnost ali 

 

odsotnost oznaとevalca pa se analizira z metodo V eri乞ne reakcije s polimerazo (PCR) 

 

(Dodatek 5). Na s p1o§no je ujemanje med histolo§kim spolom in genotipom pri kontrolnih 

 

乞iV alih ob vzorとeniu miadih osebkov v kontrolnih skuDinah veと kot 95-odstotno. 

 

0dvzem in戸為α可a tkiva za hitpatlg如 

 

57. Pri konとnem vzor亡enu se za histo1o§ko analizo odvzamejo spolne乞 1eze, spolni vodi, 

 

ledvice in jetra.T rebu§na votlina se odpre, jetra se izre乞可o in stehtajo. Nato se iz 

 

spodnjega dela trebu§ne votline previdno odstranijo prebavni organi (npr.乞e lodec, &eva), 

 

da se razkrijejo spolne乞 1eze, ledvice in spolni vodi. Zabele乞iti je treba vse velike 

 

morfolo§ke nenormalnosti v spolnih乞 lezah. Nazadnje je treba odstraniti zadnja kraka, 'e 

 

nista bila predhodno odstranj ena乞 e za odvzem krvi. ldvzeta jetra in trup s spolnimi 

 

乞 lezami in situ je treba nemudoma vnesti v Davidsonov fiksativ. Fiksativa mora biti v 

 

posodi vsaj desetkrat veと od pribli乞ne prostornine tkiv. Vsa tkiva ostanejo v 

 

Davidsonovem fiksativu najmanj 48 ur, vendar ne veと kot 96 ur, nakar se sperejo v 

 

deionizirani vodi in shraniio v li-odstotnem nevtralnem pufranem formalinu (1) (29'). 

 

1itpatloglα 

 

58. Pri vsakem vzorcu miadega osebka se opravi histolo§ka ocena patolo§kih sprememb v 

 

tkivu spolnih乞 lez, spolnih vodov, jeter in ledvic, ti. diagnoza in ocena resnosti (32). 'z te 

 

ocene 

 

lahko 

 

se 

 

za 

 

izpelje tudi fenotip spolnih乞 lez (npr.j aとnik, testis, dvospolna), priとeme r 

 

ugotovitve skupaj z meritvami posameznega genetskega spola uporabijo 

 

肥 
k 

 

izracun 

 

razmerij med fenotipskim!genotipskim spolom. 
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PODATKOV 

 

SP0R0CANE 

 

Statistiとna analiza 

 

59.S preskusom LAGDA se pridobijo tri oblike podatkov, ki jih je treba s ttistiとno analizirati: 

 

(1) kvantitativni kontinuirani podatki (te乞a,S VL, Ls!, VTG), (2) podatki oとas u do 

 

dogodka za razvojne stopnje (ti. dnevih do 62. faze NF od zaとetka preskusa) in (3) 

 

ordinalni podatki v obliki icen resnosti ali razvojnih faz iz histopatolo§kih icen. 

 

60. Priporoljivo je, da na&t preskusa in izbira s ttistiとnega testa zagotavijata ustrezno moと 

 

0 pa乞anja biolo§ko pomembnih sprememb pri konとnih to6kah, kier se poroとa o NOEC ali 

 

ECx. PriporoとjiVo je, da se pri s ttistiとnih analizah podatkov (na splo§no na podlagi 

 

srednje vrednosti pri ponovljenem vzorcu) upo§tevao postopki, opisani v dokumentu 

 

Se danji pristopi k s tatistiとni analizi podatkov o ekotoksiとnosti: smernice za uporabo (33). 

 

Dodatek 7 te preskusne metode vsebuje priporoとeno drevo o dloとana za s tatistiとno analizo 

 

ter smernice za obdelavo podatkov in izbiro najustreznej§e ga s tatistiとnega testa ali modela 

 

za uporabo pri preskusu LAGDA. 

 

61. Ker je genotipski spol do1oとen za vse乞 abe, je treba podatke iz V zorとenja mladih osebkov 

 

(npr. rast, LSI) analizirati loとeno za vsak genotipski spil. 

 

Pomisleki o analizi podatkov 

 

Uporaba o grガenih ponovクenih vzorcev in tretir'河 

 

62. Ponovijeni vzorci in tretiranja lahko postanejo ogro乞eni zaradiとe zmerne smrtnosti zaradi 

 

oとitne toksiとnosti, bolezni ali tehniとne napake.亡e je tretiranje ogro乞eno zaradi bolezni ali 

 

tehniとne napake, morajo biti za analizo na viljo tri neogro乞ena tretiranja s tremi 

 

neogro乞enimi ponovljenimi vzorci.亡e se oとitna toksiとnost pojavi v zelo obremenjenih 

 

tretiranjih, je za乞eleno, da so za analizo na viljo vsaj tri ravni tretiranj s tremi 

 

neogro乞enimi ponovljenimi vzorci (v skladu s pristopom navi萄e toleranとne koncentracije 

 

za smernice OECD za presku§anj e (34)). Znaki oとitne toksiとnosti lahko poleg smrtnosti 

 

vklju&ijejo uとinke na obna§ane (npr. lebdenje na gladini, le乞ane na dnu akvarija, obrnjen 

 

ali nepravilen naとin plavanja, odsotnost povr§inske aktivnosti), morflo§ke lezije (npr. 

 

hemoragi6ne lezij e, edere v trebu§ni votlini) ali inhibicij o normalnih odzivov na hranj enj e 

 

pri kvalitativni primerjavi s kontrolnimi 乞 ivalmi. 

 

Kontrola s toPiルln 

 

63. Ob koncu preskusa je treba izvesti oceno potencialnih uとinkov topila (& se uporabi). 

 

Ocena se izvede s sttistiとno primerj avo kontrolne skupine s topilom in kontrolne skupine 

 

z vidi za redとenje. Najpomembn可§i konとni to&i, ki ju je treba obravnavati v tej analizi, 

 

sta dejavnika rasti (te乞a in dol乞ina), saj lahko nanju vplivajo s plo§ne toksiとnosti.亡e se pri 

 

teh konとnih toとkah ugotovijo statistiとno znaとilne raziike med kontrolno skupino z yodo za 
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redとene in kontrolno skupino s topilom, je treba za ugotovitev, ali je veljavnost preskusa 

 

o gro乞ena, uporabiti njbo1o strokovno presojo.亡 e se dve kontrolni skupini raziikujeta, je 

 

treba tretirane skupine, izpostavljene kemikaliji, primerjati s kontrolo s topilom, razen と e je 

 

znano, da je za乞elena primerjava s kontrolo z vidi za red&nje. Ce med dvema 

 

kintrilnima skupinama ni s tatistiとni znaとilne razlike, je priporiとlivo, da se tretirane 

 

skupine, izpostavljene preskusni kemikaliji, primerjajo z zdru乞enima kontrilnima 

 

skupinama (kintrolna skupina s topilim in kontrolna skupina z vidi za redとenje), razen とe 

 

je znani, da je za乞e1ena primerj ava le s kintrilni skupini z vidi za redとene ali kintrilno 

 

skupino s tipilom. 

 

Poroとi1o o preskusu 

 

64. V piroとili o preskusu se vkluiji podatki, navedeni v nadaijevanju. 

 

Prsklsm kemikalびα」 

 

fizikalne lastnisti in, & je ustrezni, fizikalni-kemijske lastnosti; 

 

sniv iz ene sestavine: 

 

fziとni videz, tipnist v vidi in didatne pimembne fizikalno-kemijske lastnosti; 

 

kemijski identifikacijski pidatki, kit si ire po nimenklaturi IUPAC ali ire CAs, 

 

§ tevilka CAS , kida po sistemu S 11LES ali identifikatirju InCh!, strukturna firmula, 

 

とi stist, kemij ska identiteta neとistiと, kit je ustrezni in praktiとni izvedlj ivi itd. 

 

(vkljuとni z vsebnistji organskega ogljika,とe je to ustrezni); 

 

sniv z veと sestavinami, uvCB in zmesi: 

 

とi m o bse乞nj§a opredelitev lastnisti s kemijski identiteti (glej zgiraj), kvantitativnim 

 

pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnistmi sestavin. 

 

Preskllsmvrsta: 

 

znanstveni ire, sev, & je na viljo, vir in metida zbiranja iplojenih jaj&c ter nadaljnje 

 

ravnanj e; 

 

pojavnost skiliize v preteklih kontrolah za uporabijeno zalo乞no kulturo. 

 

Presんsni pogoji: 

 

ibdibj e osvetlj enisti; 

 

naとrt preskusa (npr. velikist, material in vidna prostirnina kimir,§ teVili preskusnih 

 

kimor in ponovljenih vzircev,§ tevili preskusnih irganizmov na pinivljeni vzirec); 

 

metida priprave isnivnih raztipin in pogistost obnavljanja (navesti je treba sredstvo za 

 

raztapljanje in njegivi kincentracijo,と e je uporabljeni); 
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metida idmerjanja preskusne kemikalije (npr.と rpalke, sistemi za redとe可e); 

 

analitski izkiristek metode in niminalne preskusne kincentracije, reja dilo1ivisti, 

 

srednje izmerjene vrednosti in njihovi standardni idklini v preskusnih posidah ter 

 

metida, pi kateri so bile pridobijene, in dokazi, da se meritve nana河 i na koncentracije 

 

preskusne kemikalije v dejanski raztopini; 

 

znaとilnosti vide za red&nje: pH, trdota, temperatura, koncentracija raztopijenega kisika, 

 

ravni preostalega kiora (& si bile meri ene), skupni jidid, skupni irganski igijik (とe je bil 

 

merjen), suspendirane trdne snivi (とe si bile merjene), slanist preskusnega medija (とe je 

 

bila meri ena) in druge izvedene meritve; 

 

niminalne preskusne koncentracije, srednje izmerjene vrednosti in njihovi standardni 

 

odkioni; 

 

kakivist vide v preskusnih pisidah: pi, temperatura (dnevna) in kincentracija 

 

raztoplj enega kisika; 

 

pidrobne informacije i hranjenju (npr. vrsta brane, vir, dana ko1亡na in po2istost). 

 

Rezultati: 

 

dikazi, da si kintrile izpilnj evale reniia za veli avnist; 

 

pidatki za kintrilne skupine (in kintrili s tipilim, kadar se upirabi) in tretirane skupine: 

 

ipaeni smrtnist in nenirmalnost,とa s di 62. faze NF, histi1i§ka icena§と itni ce (sari pri 

 

vzircu liとink), rast (te乞a in dol乞ina), LSI (saml pri vzircu miadih osebkiv), razmerje med 

 

genetskim/fenotipskim spilim (saml pri vzorcu mladih isebkov), rezultati histipati1i§ke 

 

icene za spilne乞 leze, spolne vide, ledvice injetra (sari pri vzorcu miadih osebkiv) in 

 

VTG v plazmi (sari pri vzorcu miadih osebkov, 'e se ipravi); 

 

pristop k s ttistiとni analizi in obdelava pidatkov (upirabljeni s ttistiとni test ali model); 

 

kincentracija brez opaznega uとinka (NOEC) za vsak ocenjeni idziv; 

 

najni司a kincentracija z ipaenim uと inkim (LOEC) ) za vsak icenjeni odziv (α＝ 0,05). 

 

ECx za vsak icenjeni odziv,と e je ustrezni, intervali zaupanja (npr. 95-idstotni) in graf 

 

prilagijenega modela, uporabljenega za izra&in, naldin krivuije odziva na kincentraciji, 

 

formula regresij skega modela, icenj eni parametri mideia in ni ihive standardne napake; 

 

vsako idstopanje id preskusne metide in idkiini id meril za sprejemijivost ter razmisleki 

 

i mirebitnih pisiedicah za rezuitat preskusa. 

 

65. Za rezultate meritev konとnih tiとk je treba predstaviti srednje vrednosti in njihove 

 

standardne idkione (na podlagi ponivlienih vzorcev in koncentracij. 'e ie migoとe). 
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66.I zraじunati je treba sre 

 

vrednist median pino 

 

do 62. faze NF v kontrolah in ga predstaviti kit srednjo 

 

vzircev in njihivega standardnega idklina. Pray taki je 

 

iC as 

 

enih 

 

阿
画
 

 

treba za tretiranja i zraとunati mediano tretiranja in jo 

 

median pinivijenih vzircev in njihovega standardnega i 
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Dodatek i 

 

OPREDELITVE POJMOV 

 

Konとna toとka preskusa na vi可em nivoju biolo§ke organizacije: poVzroとa uとinke na 

 

ravni populacije. 

 

Kemikalija: snov ali zmes. 

 

E LISA: encimski imunski test. 

 

ECx: (uとinkovita koncentracija za x-odstotni uとinek) je koncentracija, ki v primerjavi s 

 

kontrolo poVzroとi x-odstotni uとinek na preskusni organizer v danem obdobju 

 

izpostavljenosti.ECSO je na primer koncentracija, pri kateri je ocenjeno, da bo imela v 

 

doloとenem obdobju izpostavljenosti u亡inek na konとno toとko preskusa pri 50 % 

 

izpostavlj ene populacij e. 

 

dpi: dnevi po oploditvi. 

 

Pretoとni preskus: preskus, pri katerem se preskusne raztopine med izpostavljenostjo 

 

neprekinj eno pretakajo skozi preskusni sister. 

 

Os HPG: os hipotalamus-hipo丘za-spoine 乞 leze. 

 

IUPAC: Mednarodna zveza zaとis to in uporabno kemijo. 

 

N可ni司a koncentracija z o pa乞enim uとi nkom (LOEC): je najnija presku§ena 

 

koncentracija preskusne kemikalije, pri kateri se opazi, da ira kemikalijas tatistiとno 

 

znaとilen uと inek (pri p Z 0,05) v primerjavi s kontrolo. Vendar bi morale imeti vse preskusne 

 

koncentracije fad vrednostjo LOEC§ kodliv uとinek, ki je enak ali ve可 i od§ kodljivega 

 

uとiika,o paenega pri vrednosti LOEC.亡e teh dveh pogojev ni mo goとe izpolniti, je treba 

 

podrobno pojasniti naとin izbire vrednosti LOEC (in poslediとno NOEC).S memice so zajete 

 

v Dodatku 7. 

 

S redna smrtna koncentracija (LC50): je koncentracija preskusne kemikalije, za katero se 

 

oceni, da je med preskusom smrtonosna za 50 % preskusnih organizmov. 

 

Koncentracija brez opaznega uとin ka (NOEC): je preskusna koncentracija takoj pod 

 

vrednostjo LOEC, ki v primerjavi s kontrolo nima s tatistiとno znaとilnega uとinka (p< 0,05) v 

 

danem obdobju izpostavljenosti. 

 

S 11LES: sister za poenostavijen zapis strukture molekul. 

 

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, presku§ena s to preskusno metodo. 

 

UVCB: snovi z neznano ah spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali 
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bio1o§ki materiali. 

 

VTG: vitelogenin je fosfolipoglikoprotein in predstopnja beijakovin j可と nega rumenjaka, ki 

 

se o biと可no pojavi pri spolno aktivnih samicah vseh oviparnih vrst. 
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Dodatek 2 

 

NEKATERE KEMIsKE LASTNOSTI S PRE1EMLJIVE VIDE ZA RDCENE 

 

Mej na 

 

koncentracij a 

 

5 mg/i 

 

2m帥 

 

i ig/i 

 

10F飢 

 

Sin飢 

 

Sin飢 

 

25 n飢 

 

i tg/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

ilOn帥 

 

ilOn帥 

 

ill fg/i 

 

5nov 

 

delci 

 

skupni organski ogijik 

 

neionizirani amoniak 

 

preostali klor 

 

skupni organofosforni pesticidi 

 

skupni organoklorni pesticidi in polikiorirani bifenili 

 

skupni organski klor 

 

aluminij 

 

arzen 

 

krom 

 

kobalt 

 

baker 

 

乞eiezo 

 

svrnec 

 

nikelj 

 

cink 

 

kadmij 

 

乞ivo srebro 

 

srebro 
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Dodatek3 

 

PRESKUSNI POGOJI ZA PRESKUS LAGDA 

 

xen ps laevis. 

 

Kintinuirani preti亡ni sister. 

 

Niniinalna temperatura je 21。C .S redja temperatura med traj anj em 

 

preskusa je 21 + 1 oc (razlike med pinivljeniirii vzorci in med tretiranji 

 

ne smeji presegati 1,0 oc). 

 

Fluorscen亡n sijalke (§irk spekter), 600-2 000 luksiv (lunniv/m2) 

 

na poVr§ini vide. 

 

12 ur svetlibe, 12 ur teme. 

 

in4-10 i (najmanj§ a globina vide 10-15 cm). 

 

Akvarii iz stekla ali neravnega iekla. 

 

1. Preskusna vrsta 

 

2. Vrsta preskusa 

 

3. Temperatura vide 

 

4. Kakivist isvetlitve 

 

5. Obdibje isvetljenisti 

 

6.K ih亡ina preskusne raztipine 

 

preskusna pisida (akvarij) 

 

7. Izmenjave kl亡ine preskusnih Kinstantne zaradi vzdrevana biilo§kh pigijev ir izpostavljenisti 

 

raztipin kemikaliji (npr. 5 izmenjav kili亡in na akvarij na dan). 

 

8.S tar)st preskusnih organizmiv 8.-10. faza po Nieuwkoopu in Faberju (NF). 

 

na z式etku 

 

20乞i vali (zaridkiv)/akvarij (pinivijeni vzirec) ib zaetku 

 

izpistavljenisti in 10乞i vali (miadih isebkiv)/akvarij (pinivijeni 

 

vzirec) pi 66. fazi NF di kinca izpistavljenisti. 

 

Najmanj 4 tretiranja s preskusno keniikaliji in ustrezne kontrole 

 

vzirci na tretiranje za preskusni keiriikalijo in 8 

 

vzircev za kintrole. 

 

ev na 4 pinivlj 

 

pinivljei 

 

Najmanj 80乞i vali na tretiranje za preskusni kemikaliji in najmanj 160 

 

ponovljenih vzircev za kontrole. 

 

Vsaka vida, id imigi亡a nirmalni rast in razvij X laev瑠 (npr. izvirska 

 

vida ali vidividna vida, pre亡i§亡ena z igijem). 

 

Se ne zahteva, vendar bi prezraevane akvarijev mirda pitrebni, & 

 

icene meje in ce pivecanje 

 

meji. 

 

ravni raztipijenega kisika padeji pid 

 

pretika preskusne raztipine dise乞e zI 

 

9.S tev1i irganizmiv na 

 

ponivljeni vzirec 

 

10.S tev1i tretiranj 

 

pinivijenih vzirc 

 

c 

 

11. S tev1i 

 

tretlranj 

 

12.S tev1i irganizmiv na 

 

preskusno koncentracijo 

 

13.Vida za red&nje 

 

14. Prezra&vanje 

 

15. Raztipljeni kisik preskusne Raztipijeni kisik: ? 40 % vrednosti nasi&nisti z zrakim aliと 3,5 mgll. 

 

raztipine 
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6,5-8,5 (raziike med ponovijenimi vzorci in med tretiranji ne smejo 

 

presegati 0,5). 

 

16. pH preskusne raztopine 

 

17. Trdota in alkalnost preskusne 10-250 mg CaCO 3!!. 

 

(Glej Dodatek 4.) 

 

Od 8.-10, faze NF do desetih tedniv po srednjem亡 asu do 62. faze NF v 

 

kintrilni skupini z vidi id ai topilom (na e亡 17 tedniv). 

 

Smrtnist (in nenirmalen videz),亡 as di 62. faze NF (pri vzorcu !i亡irk), 

 

hiti!i§ka icena§亡 itriice (pri vzorcu !i亡ink), rast (te乞a in di!乞ina), 

 

jetrno-somatski indeks (pri vzircu miadih isebkiv), razmerje med 

 

genetskimノfenotipskim spolom (pri vzircu miadih osebkiv), rezultati 

 

hitipati1i§ke ocene za spilne乞 !eze, spilne vide, ledvice in jetra (pri 

 

vzircu m!adih isebkiv) ter VTG v p!azmi (pri vzircu miadih isebkiv, 

 

neibvezni). 

 

raztipine 

 

18.N亡in branjenja 

 

19. Obdobje izpistav!jenisti 

 

20.Bio 1o§k kn亡ne to亡k 

 

21. Merila za veli avnist preskusa Raztip!jeni kisik ? 40 % vrednisti nasi&nisti z zrakim; srednja 

 

temperatura vide mira biti 21 + 1。 C, raz!ike med piniv!jeninii vzirci 

 

in med tretiranji pa miraji biti< 1,0。 c; pH preskusne raztipine mira 

 

biti med 6,5 in 8,5; smrtnist v kintrili mira biti S 20 % pri vsakem 

 

pinivij ener vzircu, srednji亡 as di 62. faze NF v kintrili mira biti 

 

S 45 dni; srednja te乞a preskusnih irganizmiv pri 62. fazi NF in ib 

 

kincu preskusa v kintrilah in kintrilah s tipilim (& se upirabiji) 

 

mira biti 1,0 + 0,2 izirima 11,5 + 3 g; na viiji miraji biti dikazi, da 

 

si se kincentracije preskusne keniikalije v raztipini zadivilj ivi 

 

vzdr乞eva1e v ikviru + 20 % sredniih izmerienih vrednisti. 
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Dodatek 4 

 

NACIN H RANEN1 

 

0piziriti je treba, da so kijub temu priporとenemu naとinu hranjenja dovoijene druge 

 

mo乞no sti, & preskusni irganizmi ustrezno hitro rastejo in se razvijaji. 

 

Iranjenje 1iとink 

 

Pr加rlvek za prhrano link 

 

A. 1: 1 (v/v) za&tna hrana za pistrvi: alge/TetraFin⑧ (ali enakovredna hrana) 

 

1. Za&tna brana za pistrvi: pri visiki hitristi me§alnika 20 sekund me§可 te 50 g za&tne brane 

 

za pistrvi (drobna zmca ali prah) in 300 ml pnmeme五 ltrirne vide. 

 

2.Me§an ica alge/TetraFin⑧ (ali enakovredna hrana): pri visoki hitristi me§ alnika 40 sekund 

 

me§ajte 12 g plo§とic alg spirulina in 500 ml丘 ltrirane vide, zmeate 12 g brane Tetrafrn 

 

(ali enakivredne hrane)s 500 ml丘 ltrirane vide in nati obe me§anici zdruite, da dibite 11 

 

z 12 g/l alg spirulina in 12飢 raneTetra丘n⑧ (ali enakivredne hrane). 

 

3. Zmeajte enake kiliとine zme§ane za&tne brane za pistrvi in m e§anice alge/TetraFin⑧ (ali 

 

enakivredne hrane). 

 

B. S i1inski rakci 

 

15 ml jaj&c silinskih rakcev se vali v 11 slane vide (pripravijene taki, da se v 11 

 

deiinizirane vide dida 20 ml NaCi). Pi 24-urnem prezra&vanju pri sibni temperaturi in 

 

kinstantni svetlobi se silinski rakci zbereji. Na kratko se pusti, da se solinski rakci usedeji, 

 

taki da se za 30 minut ustavi prezra&vanje. Ciste, ki splavaji na vrh piside, se idlijeji in 

 

zavrejo, rakci pa se pretoとijo skozi ustrezne filtre in razrediji di 30 ml s filtrirani vidi. 

 

Protokol hra可e可α 

 

sta navedeni vrsta in koliとina hrane, uporabljeni med izpistavljenistji 

 

treba od ponedeljka di petka braniti trikrat dnevni, ib kincih tedna pa 

 

enkrat dnevni. 

 

Preglednica 1: N亡in branjenja li亡ink X laev瑠 v prto亡nih razmerah 

 

So1nski rakci 

 

Zaとetna hrana za postrvi: alge/TetraFin⑧ 

 

(ali enakovredna hrana) 

 

konec tedna 

 

(enkrat na dan) 

 

0,5 ml 

 

(od 8. do 15. dneva) 

 

i ml 

 

(od 16. dneva) 

 

delavnik 

 

(dvakrat na dan) 

 

0,5 ml 

 

(od & do 15. dneva) 

 

i ml 

 

(od 16. dneva) 

 

konec tedna 

 

(enkrat na dan) 

 

delavnik 

 

(trikrat na dan) 

 

亡as士 

 

(1)0 ipliditvi) 

 

2ml 

 

0,33 ml 

 

4.-14. dan 

 

(v tednih ( in 1) 

 

2,4ml 

 

0,67 ml 

 

2. teden 
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1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

,3ml 4,0ml 1ml 

 

,5m1 4,0ml 1ml 

 

,61111 4,4ml 1ml 

 

,61111 4,6ml 1ml 

 

,71111 4,6ml 1ml 

 

,71111 4,6ml 1ml 

 

* Dan O je opredeljen kit daii, ki se injicira hCG. 

 

3. teden 

 

4. teden 

 

5. teden 

 

6. teden 

 

7. teden 

 

8.-10. teden 

 

Prehod s prehrane za 1iとinke na prehrano za miade osebke 

 

Ko liとinke knと可o preobrazbo, preidejo na prehransko formulo za miade osebke, kit je 

 

pojasnjena spodaj. Pri tern prehoduje treba ob poveとaniu ko1iとine prehrane za rnlade osebke 

 

kiliとino prebrane za 1iとinke zmani§ti. To je mogoとe dose& s sorazmernim zmanj§evai en1 

 

hrane za liとi nke ob sorazmernern poVeとevaniu hrane za miade osebke, ko vsaka skupina 

 

petih paglavcev prese乞e 62. fazo NF in se prib1i乞a dokonとaniu preobrazbe v 66. fazi NF. 

 

Iranjenje miadih osebkov 

 

Prehrana niladih osebkov 

 

Ko je preobrazba knとana (66. faza), senaとi n branjenja spremeni v sari visokokakovostno 

 

toneとo hrano za乞a be v velikosti 3/32 paicev (Xenopus E xpress , Florida, ZDA) ali 

 

enakovredno hrano. 

 

Prirvek iz zdrobクenih pelet za prehod s prehrane za lidnk m prehrano za miade osebke 

 

Peleti tone& brane za乞 be se na hitro zmeljejo v kavnem m1inとku ali me§a1niku ali zdrobijo 

 

vmo乞 nru, da se njihova velikost zmn§a za pribli乞no tretjino. Ob predolgi obdelavi 

 

nastane prah, ki pa se odsvetuje. 

 

Protokol Jira可e可α 

 

V preglednici 2 sta navedeni vrsta in kiliとina brane, uporabljeni v乞 iv1enjskih fazah mladih 

 

osebkov in odraslih 乞i vali. Zivali je treba hraniti enkrat dnevno. Opozoriti je treba, da乞iVa l 

 

§e naprej prejemajo de1e乞 solinskih rakcev, dokier ni 

 

med pistopkom 

 

preobrazba konとana pri> 95 %乞i vali. 

 

Na dan konca preskusa se乞iVa 1i ne smejo hraniti, tako da hrana ne vpliva na meritve te乞e. 

 

zmerah. Opozoriti je treba, da 

 

lzakasnila zaradi tretiranja s 

 

Preglednica 2: N亡in branjenja miadih osebkov X laevis v preto亡nih 

 

乞iVali, id se ruso preobrazile,V klu亡no s tistirni, pri katerihje preobraz 

 

keniikalijo, nc morejo jesti nezdrobljenih peletov. 
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亡as Ko 1iとina zdrobljenih peletov 

 

(tedni 1)0 srednjem datumu 1)reoblazbe) (v mg na乞 abico) 

 

Ko乞i va1i konとao preobrazbo 25 

 

0.-1. teden 25 

 

2.-3. teden 0 

 

4.-5. teden O 

 

.-9. teden O 

 

* Prvi dan tedna O je srednji datum Dreobrazbe p ri kontrolnih乞 iva1ih. 
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Dodatek 5 

 

DOLOCITEV GNETSKEG S POLA 

 

Metida doloとitve genetskega spila za Xenopus laevis temeiji na Yishimoti e t al ., 2008. 

 

Podribne postipke za genitipizaciji je pi pitrebi mo giとe najti v tej publikaciji. Upirabiji 

 

se lahki tudi druge metide (npr. visikizmogljivistna qPCR), 'e se§ t可可i za primerne. 

 

Zaとetna oligonukleotida X. 

 

0z1 a devlc D-7 

 

Smeri za&tni oliginukleitid: 5' -CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3' 

 

Pritismerrii za&tni oliginukleitid: 5 '-GGGCAGAGTCACATATACTG-' 

 

Pozitivna kintro la 

 

Smeri zaとeti oliginukleitid: 5' -AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3' 

 

Pritismerui zaとetni oliginukleitid: 5' -AACTGCTTGACCTCTAATGC-3' 

 

Preとi§とeva可e DNK 

 

DNK izilirajte iz mi§iとnega ali ki乞nega tkiva, npr. s kimpletim Qiagen DNeasy Buoid and 

 

Tissue Kit (cat # 69506) ali pidibnim priizvidim v skiadu z navidili iz kimpleta. DNK se 

 

lahki spere iz centrifugiranih kulin z mani pufra, da se dibiji bili kincentrirani vzirci,と e 

 

se§ tjjo za pitrebne za PCR. Upi§tevjte, da je DNK precej stabilna, zati se je treba 

 

izigibati n azkri乞ni kintaminaciji, zaradi katere bi bili lahki samci na paとni opredeljeni kit 

 

samice ali ibratno. 

 

PCR 

 

V preglednici i je predstavljen pritikil za vzirec z uporabi J u pstartm Taq iz s ig e 

 

Preglednica 1: Pritikil za vzorec z upirabi J umpStartm Taq iz S igm 

 

[Konとna1 

 

i X ("1) 

 

Osnovna zmes (Master 

 

Mix) 

 

11 

 

乙() 

 

NFW 

 

lixpufer 
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MgCl2 (25 mM) 

 

dNTP (10 niM vsak) 

 

0zn式eva1ec za za亡etni 

 

oligonukicotid (8 .tM) 

 

0zn式eva1ec za protismerni 

 

zaetni oligonuklcotid (8 .tM) 

 

Kontrola za za&tni 

 

oligonukleotid (8 .tM) 

 

Kontrola za protismenii zaetn 

 

oligonukleotid (8 tM) 

 

Jump S tart]M Taq 

 

Matriとna DNK 

 

2,5 mM 

 

叫
叫
 

叫 

 

200 

 

0,3 

 

0,3 

 

0,3 tN1 

 

0,3 tM 

 

q05 enotl川 

 

~200 pg/.tl 

 

0 
4I 

8 
8 

8 
8 

4, 
0 

 

つ」 
n
)
0
 

0 
0 

0 
0
・
ー
 

 

Opomba: Ko pripravij ate osnovno zmes, pripravite dodatno koliとino, da upo§teVte morebitne 

 

izgube, do katerih lahko pride pri pipetiranju (primer: 25 x je treba uporabiti za sari 24 

 

reakcij). 

 

Reakz: 

 

Osnovna zmesl9,0 t1 

 

Matrica 

 

S kupj 20,0 i1 

 

Pr2lil term opomno言evaんika: 

 

1. korak 94 oc i min 

 

2. korak 94 oc 3o sek 

 

3. korak 6o oc 3o sek 

 

4. korak 72 oc i min 

 

5. korak Pojdite na 2. korak.35 ciklov 

 

6. korak 72o c i min 

 

7. korak 4 oc zadr乞evnje 

 

Produkti PCR se lahko nemudoma nanesejo na gel ali pa shranijo pri 4 oc. 

 

Agarozna geiska elektroforeza (3 %) (protokol za vzorec) 

 

5OX二4E 
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24,2 g 

 

Tris 

 

Ledocetna kislina 5,71 ml 

 

Na2 (EDTA)・2120 3,72 g 

 

Dodajte vidi di 100 ml. 

 

392m! 

 

8 r! 

 

120 

 

SIX TAE 

 

3了l agaroza 

 

3 deli agarize NusieveTM GTGTM 

 

1 del agarize Fisher z nizki elektriendiismozi (EEl) 

 

Metoda 

 

1. Pripravite 3-idstitni gel, taki dav 43 mli X TAE didate 1,2 g agarizne me§anice. 

 

Preme 河te, da se velike grude razpustiji. 

 

2. Agarizni me§anici prevrite v mikrivalivni peとici, dikier se pipilnima ne razpusti (pazite, 

 

da ne bi skipela). Pustite, da se mali ihladi. 

 

3. Didajte 1,0 iL etidijevega bromida (10 mg/rl). Pretresite s tekleniとki. Upi§tevate, daje 

 

etidij ev brimid mutagen, taki da je treba za ta kirak, kolikor je tehniとni m igoとe, upirabiti 

 

druge kemikalije, da se zma事a tveganje za zdravje delaVcev1 

 

4. Gel vlijte v kalup z glavniとkim. Pustite, da se pipilnima ihiadi. 

 

5. Gel dodajte v napravi. Prekrijte ga z i X TAE. 

 

6. Vsakim 10 tl pridukta PCR dodajte i tl nana§alnega barvila (6x liading dye). 

 

7. Vzirce s pipeto prenesite vjamice. 

 

8. Elektrifireza ~ 20 minut Diteka rri kinstantni naDetisti 160 viltiv. 

 

S1ika agariznega gela, na kateri si vidni vzorci prig, znaとilni za mi§k in乞 ensk osebek, je 

 

La 2004o 

 

pri delu 

 

str. 50). 

 

vta z dne 29. apri] 

 

mutagenim snovem 

 

V skiadu sと 1enom 4(1) Direktive 2004/37/ES Evropskega parlamenta 

 

varovanju delavcev pred nevarnostmi zaradi izpostavljenosti rakotvornim 

 

§est posebna direktiva v skiadu s亡 1enom 16(1) Direktive S veta 89/39 1/EGS) (UL L 158, 30.4.2004, 
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prikazana na sliki 1. 

 

Slk 1:s 1ka agaroznega gela, na kateri je viden vzorec proge, zn読ilen za mo§亙 (d') osebek (ena proga 

 

~203 bp: DIRTi) in乞 enski (早) osebek (dve progi pri~ 259 bp:DM-W in 203 bp:DMRT1). 

 

-/Dl-W 

 

＼、 DIRTi 

 

VIRI 

 

Yoshimoto, S ., Okada, E., Umemoto, H., Tamura, K., Uno, Y., Nishida-Umehara, C., 

 

Matsuda, Y., Takamatsu, N.,S hiba, T., in Ito, M. (2008). A W-linked DM-domain gene, 

 

DM-W, participates in primary ovary development in Xenopus laevis. Proceedings of the 

 

National Academy of S ciences of the United S tates of America 105: 2469-2474. 
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Dodatek 6 

 

MERiENE VITELOGENINA 

 

Vitelogenin (VTG) se meri z metodo encimskega imunskega testa (ELIsA), ki je bila 

 

prvotno razvita za VTG priと rnog1avem pisancu (Parks e t a l., 1999). Protitelesa za X laevis 

 

trenutno niso komercialno dostopna. Vendar je glede na obilico informacij za ta protein in 

 

razpo1o乞ljivost s tr§kovno uとinkoVitih komercialnih storitev za izdelavo protiteles razunmi, 

 

da lakko laboratiriji zlahka razvijejo E LISA za to merito (limstead e t a l., 2009). Tudi 

 

limstead e t al. (2009) zagotavijajo opis testa, kot je prilagojen za VTG pri X tropicalis, kot 

 

je prikazano v nadaijevanju. Pri metodi se uporablja protitelo, izdelano za VTG X 

 

tropicalis, vendar je znano, da deluje tudi pri VTO X. laevis. Opozoriti je treba, da je 

 

mogoとe uporabiti tudi nek)iikurenとne teste E LISA in da imajo lakko ti ni司e meje 

 

zaznavnosti kit spidaj opisana metida. 

 

Pribor in reagenti 

 

S erum predabsorbiranega 1. protitelesa 

 

E n del seruma 1. protitelesa proti VTG X tropicalis zme§可te z dvema debora plazme 

 

kontrolnih samcev in pustite pri sobni temperaturi~ 75 minut, dajte na led za 30 minut, 

 

centrifugirajte > 20 K x G 1 uri pri 4 。 C, odstranite supernatant, alikvot, shranite pri -20。 c. 

 

2. protitelo 

 

IRP konjugat kizjih protikun可ih protiteles 1gO (npr. Bio-Rad 172-10 19) 

 

S tandard VTO 

 

preとi§とeni VTO X laevis pri 3,3 mg/ml. 

 

TMB (3,3',5,5' tetrametil-benzidin) (npr. KPL 50-76-00; ali S igma T 0440) 

 

Normalni kozji serum (NGS) (npr. chemicon⑧ S 26-100 ml) 

 

Polistirenske 96-ja miとne mikrotitrne pli§とe za encimskim imunski test (npr. IcN: 76-381-

04, costar:53590, Fisher:07-200-35) 

 

Hibridizacijska peとica pri 37。 c (ali inkubator s hitrim uravnavanjem pogijev) za p1o§とe, 

 

vodna kopel za epruvete 

 

Druga obiと可na laboratirijska oprerna, kemikalije in pribor 

 

Recepti 

 

Premazni puferβO mM krbonati puノとr, pHgの了 

 

NaHcO3 1,26 g 

 

Na2cO3 0,68g 
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428 ml 

 

vida 

 

10 X PS似i』力bf1t1, i,5 MNK7l）」 

 

Na2P04・120 0,83 g 

 

Na2HP04・7 120 20,1 g 

 

71 g 

 

810m! 

 

100ml 

 

900m! 

 

NaCi 

 

vida 

 

Pufer za spira可e 

 

lix PBS 

 

vida 

 

Vrednost pI prilagidite na 7,3 z 1 M ICi, nati dod4lte 0,5 ml T ween-20. 

 

Analizni pufer: 

 

nirmalni kizji serum (NGS) 3,75 ml 

 

pufer za spiranje 146,25 ml 

 

ldvzem vzorcev 

 

Kri se idvzame s heparinizirani mikrihematikritski cevki in pistavi na led. Pi 

 

triminutnem centrifugiranju se cevka zare乞e in prelimi, p!azma pa se iztisne v 0,6-
mi!i!itrske mikricentrifugirke, ki vsebuj ej i 0,13 enite lio丘liziraega apritinina. (Te 

 

mikricentrifugirke se pripravij i vnaprej, taki da se dida ustrezna ki!iとina apritinina, nati 

 

se zamrzneji in liifiliziraji v vakuumskem kincentratirju pri nizki temperaturi, dik!er nisi 

 

suhe.) P!azmi do analize hranite pri -80 oc. 

 

Postopek za eno pio§と0 

 

Prekriva可eplgd 

 

Zme§ajte 20 t! preとi§亡enega VTG z 22 r! karbinatnega pufra (kinとni 3 ig/n1). V vsaki 

 

jamici na 96-amiとni p1o§とi didajte 200 d. P1i§とi prekrijte z lepilnim tesnilnim filmom in 

 

pustite dve uri inkubirati pri 37。 C (aliと ez niと pri 4 0C). 

 

Bloidra可eP 

 

B!okirna raztopina se pripravi tako, da se 2 ml nirmalnega kizjega seruma (NGS) dida v 

 

38 ml karbinatnega pufra. Odstranite prekrivni raztipini in isu§ite. V vsaki jamici 
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pine. Preknjte z lepilnim tesnilnim 丘 lmom in dve uri 

 

analiznega pufra v 12x75-

uporabo.S tern se pridobi 

 

se doda 750F 1 predhodne 

 

zme§a z 1,5 ml 

 

stekia za enkratno 

 

dodajte 350 il blokirne 

 

inkubirajte pri 37 oc (aliとe z noと pri 4。C ). 

 

se 

 

ga 

 

dno redとene, tako da 

 

da se dobijo konとne koncentracije 12 760, 6 380, 

 

Pripravas tdrdv 

 

5,8 i1 standarda preとi§とenega VTG 

 

borosilikatne 

 

zapore 

 

pufra, 

 

opravi 

 

milimetrski epruveti iz 

 

12 760 ng/ml. Nato se 

 

razredとine v 750 i1 analiznega 

 

3 190, 1 595, 798, 399, 199, 100 in Sing/rn 

 

Piiprav 

 

Za亡nite z razredとino 1: 300 (npr. zrne河te i" 1 plazme z 299 il analiznega pufra) ali 1: 30 

 

plazrne v analiznem pufru. (e se priとakue velika koliとina VTG, bodo morda potrebne 

 

dodatne ali ve可e razred亡ine. B/BO posku§可te ohraniti v ob moju standardov. Za vzorce brez 

 

znatnega VTG, npr. kontrolne samce in sarnice (ki so vsi nezreli), uporabite razredとino 

 

1 : 30. Mani razredとeni vzorci labko pokaeon e乞elene u亡inke matrice. 

 

Poleg tega je priporolivo, da se na vsaki p1o§& izvede pozitivna kontrola. Vzorec za 

 

kontrolo je pridobijen iz plazme, ki vsebuje visoke ravni VTG. Plazma se najprej razredとi v 

 

NGS, razdeli v alikvote in shrani pri -80。 C. Za vsako plo§とo se alikvot odtaja, nadaije 

 

razredとi v analiznem pufru in uporabi podobno kit preskusni vzorec. 

 

んku bac加 s l.prt itelesom 

 

Prvo protitelo se pripravi tako, da se serum predabsorbiranega 1. protitelesa razredとi v 

 

razmerju 1: 2 000 v analiznem pufni (npr. 8 tl v 16 ml analiznega pufra). V stekieni 

 

zmeate 300 tl raztopine i. protitelesa s 300 .ti vzorca/standarda. Epruveta B~ se 

 

pripravi podobno s 300 t1 analiznega pufra in 300" 1 protitelesa. Pripraviti je treba tudi 

 

analiznega pufra, ti. brez protiteles. Epruvete prekrijte 

 

se preme§jo. Eno uro inkubirajte v vodni kopeli pri 

 

orabo 600 

 

sari z up 

 

in ne乞no obr読jte, 

 

めira可eplJ昆 

 

Tik pred konとano inkubacijo i. protitelesa plo§とo spenite. To se stori tako, da se vsebina 

 

strese iz plo§とe, plo§とa pa os u§i z vpojnim papirjem. Jarnice najprej napolnite s 350 il 

 

raztopine za spiranje, nato pa to izlijte in jarnice osu§ite. Pri tern je koristna ve&analna 

 

pipeta ali spiralnik za plo§とe. Ta korak spiranja se ponovi§e dvakrat za skupaj tri spiranja. 

 

V dvojnejamice 

 

in NsB. Plo§とo 

 

Nanos naP 

 

Ko j e plo§とa sprana, vzernite epruvete iz vidne kopeli ii 

 

z vzorcei 

 

na plo§とi dodajte 200 i1 iz vsake epruvete 

 

prekrijte z lepilnirn tesninim丘 lmom in pustite eno uro 
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んんbac加z 2. protitelesom 

 

Pi koncu inkubacije iz prei n ega koraka je treba plo§とo znova trikrat sprati, kit je 

 

navedeno zgoraj. Rzredとina 2. prititelesa se pripravi taki, da se 2,5 tl 2. prititelesa zme§a 

 

s 50 ml analiznega pufra. V vsaki jamici didajte 200 tl razredとine 2. prititelesa in eno uri 

 

inkubirajte pri 37。C . 

 

Dodaja可esubstrata 

 

Ko je inkubacija z 2. protitelesom konとana, pli§とi trikrat spente, kit je ipisani zgiraj. 

 

Nato v vsaki jaricO didajte 100 il substrata TIB. Pustite, da reakcija poteka 10 minut, pi 

 

mo乞nisti ne na svetlibi. Ustavite reakciji, taki da didate 100 i1 i M fisfirj eve kisline.S 

 

ter se bi barva spremenila z midre na乞 ivi rumeni. Z uporaboとi talca plo§とe izmenite 

 

absirbanco pri 450 nr. 

 

IzradunB/Bo 

 

0d§tjte pivpreとno vrednost NSB id vseh meritev. B/Bo za vsak vzirec in standard se 

 

izraとuna z delitviji vrednisti absorbance (B) s pivpreとni absirbanco vzorca B0 

 

Pridobitev standardne krivuクe indlodtev n zanih k（琉cml1 

 

Izdelajte standardni krivuljo s pomo可o ra&nalni§ke prigramske ipreme za izdelavo grafov 

 

(npr. s ldewrite］、4 ali sigma Plit⑧), ki bi ekstrapolirala kiliとino iz B/B~ vzorca na pidlagi 

 

B/BO standardov. Vrednosti, izrisane na ligaritemski skali,obi ano oblikujeji sigmiidni 

 

se pika可i kot linearne,とe se upirabi izki ibmi可e standardiv. 

 

「zorcev glede na faktir redとe可a in navedite kit mg VTG/ml plazme. 

 

DOl'.tv minimalnili lllげa zazavnost 

 

Pogisto, zlasti pri normalnih samcih, ne bi jasni, kaki piroti o rezultatih pri nizkih 

 

vrednistih. V takih primerih je treba uporabiti 95 -odstitne ,meje zaupanj a', da se dilo, ali 

 

je treba vrednost navesti kot niと ali kit neki drugi§ tevilki.亡 e je rezultat vzirca v intervalu 

 

zaupanja niとelnega standarda (B0), je treba rezultat navesti kot niと. Minimalna reja 

 

zaznavnosti bo n aniji standard, ki se disledni razlikuje id niとelnega standarda; ti. 

 

intervala zaupanja se ne prekrivata. Za vsak rezultat vzorca, ki je v okvinu meje zaupanja 

 

minimalne ravni zaznavnisti ali fad nji, se navede i zraとunana vrednist.亡e vzirec spada 

 

med n iとelni standard in intervale minimalne ravni zaznavnosti, je treba za vrednist tega 

 

vzorca navesti pilovico minimalne ravni zaznavnosti. 

 

llmstead, A. W., Kirte, J. J., Wiidis, K. K., Bennett, B. A., Ostazeski,S ., in Degitz,S . J. 

 

(2009). Reproductive maturatiin if the tripical clawed frig: Xenopus tropicalis. General 
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Dodatek 7 

 

STATISTI N 

 

Spreskusom LAGDA se pridobijo tri oblike podatkov, ki jih je treba s tatistiとno analizirati: 

 

(1) kvantitativni kontinuirani podatki, (2) podatki o 'asu do dogodka za razvojne stopnje (ti. 

 

とas do 62. faze NF) in (3) ordinalni podatki v obiki icen resnosti ali razvojnih faz iz 

 

histoptolo§kih icen. Priporoとeno drevo o dloとnja za s ttistiとno analizo za preskus LAGDA 

 

je prikazano na sliki 1. Pray taki si v nadaijevanju navedene nekatere opombe, ki bidi 

 

morda potrebne za izvedbo s ttistiとne analize meritev iz preskusa LAGDA. Pri drevesu 

 

od1oとanja za analizo je treba rezultate meritev za smrtnost, rast (te乞a in dl乞ina) in jetrno-
somatski indeks (LSI) analizirati v skladu z vejo, Druge konとne toとke'. 

 

Kontinuirani podatki 

 

Pri podatkih za kontinuirane konとne toとke je treba najprej preveriti monotonost s 

 

transformacijo podatkov z rangi, prilagoditvijo modelu ANOVA ter primerjavo linearnih in 

 

kvadratnih kontrastov. Ce so podatki monotoni, je treba izvesti regresijski trendni test po 

 

Jonckheere-Terpstraju na medianah ponovijenih vzorcev, priとe mer nadaljnja analiza ni 

 

potrebna. Druga mo乞nost za podatke, ki so normalno porazdeljeni s homogenimi 

 

variancami, je regresij ski Williamsov test.亡e podatki niso monotoni (kvadratni kontrast je 

 

sttistiとno znaとilen, linearni kontrast pa ne), jih je treba analizirati z uporabo me§anega 

 

modela ANOVA. Pri podatkih je nato treba oceniti normalnost (priporoとa se uporaba 

 

Shapiro-Wilkovega ali Anderson-Darlingovega testa) in homogenost varianc (priporoとa se 

 

uporaba Levenejevega testa). Iba testa se izvedeta na ostankih iz me§anega modela 

 

ANIVA. Namesto teh formalnih testov za normalnost in homogenost varianc se lahko 

 

uporabi strokovna presoja,とe prav se priporoとa uporaba formalnih testov.亡e so podatki 

 

normalno porazdeljeni s homogenostjo varianc, so izpolnjene predpostavke me§anega 

 

modela ANIVA in se znaten uとinek tretiranja doloとi na podlagi Dumiettovega testa.亡e je 

 

ugotovijena nenormalnost ali heterogenost varianc, poter predpostavke Dumiettovega testa 

 

niso izpolnjene in je treba poiskati normalizacijsko pretvorbo, ki stabilizira variance.亡e 

 

take pretvorbe ni mogoとe najti, se znaten uとinek tretiranja doloとi z Dunnovim testom. Kier 

 

je mogoとe, je treba opraviti enostranski test, ne dvostranskega testa, vendar je za doloとitev, 

 

kateri ie primeren za dolo&no konとno toとko. potrebna strokovna presoja. 

 

Slllrt1 ost 

 

Podatke o smrtnosti je treba anahzirati za obdobje, k! zajema cetoten preskus, in jih izraziti 

 

kot dele乞 osebkov, ki so poginili v posamezner akvariju. Paglavci, ki preobrazbe ne 

 

konとajo v doloとenemと asovnem okviru, paglavci, ki so v kohorti podvzorcev liとink, mlade 

 

乞be, ki so izlo&ne, in vse乞 ivali, ki poginejo zaradi napake pri poskusu, je treba 

 

obravnavati kit cenzurirane podatke in se ne smejo vkljuとiti v imenovalec izraとuna 

 

odstotka. Pred kakr§no koui sttistiとno analizo je treba dele乞e sirirtnosti pretvoriti z arkus-
sinus-kvadratnokorensko transformacijo. Druga mo乞nost je, da se uporabi regresijski 

 

Cochran-Armitageev test. i,o mo乞nosti z Rao-ScottoVo Drilaaoditviio v p rimeru 
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nadrazpr§enosti. 

 

Tえl in do彦inaゆodatid o rastり 

 

Samci in samice med preobrazbo niso spolno dimorfni, zato je treba podatke o rasti na 

 

podlagi podvzorcev liとink analizirati neodvisno od spola. Vendar pa je treba podatke o rasti 

 

miadih osebkov analizirati lo&no na podlagi genetskega spola. Za te konとne toとke bo 

 

morda potrebna logaritemska transformacija, saj logaritemsko normalna porazdelitev 

 

podatkov o velikosti ni ne obijna. 

 

4切 

 

Jetrno-soinats肋 

 

Te乞e jeter je treba normalizirati kot dele乞e te乞 celotnega telesa (ti. LS1) in analizirati loとeno 

 

na podlagi genetskega spola. 

 

亡asdo 62. faze NF 

 

Podatke oとas u do preobrazbe je treba obravnavati kit podatke o 'asu do dogodka, pri 

 

とemer se vsi pogini ali osebki, ki niso dosegli 62. faze NF v 70 dneh, obravnavajo kit desno 

 

cenzurirani podatki (ti. prava vrednist je vej a od 70 dni, vendar se§ tudij a konとa, preden so 

 

乞ivali dosegle 62. fazo NF v 70 dneh). Za doloとitev datura konとaia preskusa je treba 

 

uporabiti srednjiとas do kon亡allia preobrazbe v 62. fazi NF v kontrolah z yodo za red&nje. 

 

Sredlii 'as do konとnja preobrazbe je mogoとe doloとiti s Kaplan-Meierjevimi cenilkami. To 

 

konとno toとko je treba analizirati z uporabo me§anega Coxovega modela sorazmernih 

 

tegani. D ri katerem se uDo§teva Donovitvena struktura§ tudii e. 

 

Histopato1o§ki podatki (ocene resnosti in razvojne faze) 

 

Histopatolo§ki podatki so v obliki ocen resnosti ali razvojnih faz. Test, imenovan RSCABS 

 

(Rao-Scott Cochran-Armitage by S 1ice), uporablja regresijski Cochran-Armitageev trendni 

 

test z Rao-Scottovo prilagoditvijo na vsaki stopnji resnosti v histopatolo§kem odzivu (Green 

 

et al., 2014). Z Rao-Scottovo prilagoditvijo je v test vkljuとen na&t poskusa s ponovitvenimi 

 

posodami. Postopek, by S 1ices' vkljuとuje bio1o§ko priとakova e, da se resnost uと inka 

 

obijno poveとa s poveとalliem odmerkov ali koncentracij, pri &mer se ohranijo 

 

individualne ocene isebkov in razkrije resnost kakr§nega koli ugotovljenega uとinka.S 

 

postopkom RSCABS se ne samo doloとi, katera tretiranja se sttistiとno raziikujejo id kontrol 

 

(ti. imajo te司o patologiio kot kontrole), ampak se doloとi tudi, pri kateri oceni resnosti 

 

nastopi razlika, sとi mer se zagotovi zelo potreben kontekst za analizo. V primeru do1oとitv 

 

razvojne faze spolnih乞 lez in spolnih vodov je treba za podatke uporabiti dodatno 

 

manipulacijo, ker je predpostavka RSCABS, da se resnost uとinka pove&ije z odmerkom. 

 

0pa乞eni uとinek je lahko zakasnel ali prehiter razvoj. Podatke o doloとitvi razvojne faze je 

 

torej treba analizirati takoj, ko so zbrani, da se odkrije pospe§itev razvoja, in nato roとno 

 

transformirati pre d drugo analizo, da se zazna zakasnitev v razvoiu. 
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1:Drevo o dloとania za s tatistiとno analizo podatkov preskusa LAGDA 

 

Vrsta podatkov 

 

+ 

 

unneIIOv 

 

test 

 

よ 

 

亡as do 

 

62. faze NF 

 

+ 

 

Druge kon亡ne 

 

to亡ke 

 

→ 

 

Opravijen preskus 

 

monotonostI 

 

→丁 

 

→
晩
 

 

Me§ani model ANOVA, pri 

 

katerem se ponovljeni vzorec v 

 

okviru tretiranja uporabi kit 

 

nakIu亡ni u亡inek, tretiranje pa 

 

kit fiksni u亡inek 

 

Da�― 

 

l 

 

I zpolnjene 

 

predpostavke 

 

(nirmalnist in 

 

homogenist) 

 

」onckeere-Terpstra 

 

na medianah 

 

ponovijenih vzorcev 

 

→ Ne 

 

Dun nov test 

 

Green, J. W.,S pringer, T .A .,Sau 1nier, A . N., in S wintek, J. (2014).S ttistical analysis of 

 

histopathology endpoints. Environmental Toxicology and Chemistry 33, 1108-1116. 
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Dodatek 8 

 

PREUDARKI ZA 0DKRIVANiE IN Z ANISEVANJE P0iVA SKO LIOZE 

 

Zaradi idiopatske skolioze, ki so o bi阿no k吃e kit ,ukrivljen rep' pri paglavcih Xnps 

 

laevis, se lahko mo rflo§ka in vedenjska ipa乞na pri preskusnih populacijah zapletejo. Zato 

 

si je treba prizadevati, da bi se pij avnost skilioze taki v stale乞u kit tudi v preskusnih 

 

pogojihとim bili zmani§ala ali odpravila. Pri konとnem preskusu je priporo1ivo, da je 

 

prevalenca zmerne in hude skolioze mani kit li-idstotna, zaradi izbolj an a zaupanja, da se 

 

lahko s preskusom odkrijeji s tretiranjem povezani uとinki na razvoj sicer zdravih 1iとink 

 

dO乞iVk. 

 

Pri dnevnih o pa nih med kin亡nim preskusim je treba evidentirati pojavnist (§tetje 

 

posameznih osebkov) in resnost skolioze, kadar je prisotna. Naravo nenormalnosti je treba 

 

opisati glede na mesto (npr. pred zadnjiとni odprtino ali za nio) in smer ukrivijenisti (npr. 

 

vstran ali od hrbtnega dela proti trebu§nemu delu). Resnost se lahko oceni kit: 

 

(NO) neopazna: ukrivijenist ni prisotna; 

 

(1) minimalna: rahla ukrivijenist vstran za zadnjiとno idprtino; opazna sarno pri 

 

mirovanju; 

 

(2) zmerna: ukrivijenost vstran za zadniとno odprtini; vedno vidna, vendar ne ivira 

 

gibanja; 

 

(3) huda: ukrivijenist vstran pred zadniとno idprtino; ALI vsaka ukrivljenost, ki ovira 

 

gi bani e: ALI ukrivlienist od hrbtnega vroti trebu§nemu delu. 

 

Znanstveno-svetovalni odbor US EPA FIFRA (FIFRA S AP 2013) je pregledal zbirne 

 

podatke za skoliizo pri petnajstih preskusih preobrazbe dvo乞ivk pri X. laevis (51. faza NF 

 

do 60+) in zagitivil spli§na priporoとila za zmanjane prevalence te nenirmalnosti pri 

 

preskusnih populacijah. Za preskus LAGDA si ta priporiとila ustrezna,とe prav je z njim 

 

zajeto dale razvojno obdobje. 

 

Pretekia uspe§nost mrestenja 

 

Na s p1o§no je treba kit pare za raznmo乞evanie uporabiti visokokakovostne zdrave odrasle 

 

osebke; z izloとitvio parov za razmno乞evne, katerih potomci imajo skoliozo, se lahko 

 

zmanj § a fieno pojavljanje skozi 'as. Ziasti je trebaと im bili zmanj§ti uporabo乞 ivali za 

 

razmno 乞evnje, ujetih v naravnem okolju. Obdobje izpostavljenosti v preskusu LAGDA se 

 

zaとne z zarodki v 8-10. fazi NF, zato na zaとetku preskusa ni m ogoとe doloとiti, ali se bo pri 

 

zadevnih osebkih pokazala skolioza. Poleg sledenja pojavnosti skolioze pri乞 ivalih, ki so 

 

vkluとene v preskus, je tirei treba dikumentirati preteklo uspe§nost izvalitve (vkljuとno s 

 

i,revalenco skolioze i,ri vseh liとinkah. ki so se lahko razvile). Morda bo koristno nadalie 
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spremijati dele乞 vsake izvalitve, ki ni bil uporabijen v zadevni§ tudii, in poroとtio teh 

 

0pa乞alliih (FIFRA SA P 2013). 

 

Kakovost vide 

 

Pri laboratorijskem s tale乞u in med preskusom je treba zagotoviti ustrezno kakovost vide. 

 

Poleg meri! kakovosti vide, ki se redno ocenjujejo za preskuse toksiとnisti za vodno okoije, 

 

je lahki koristno spremijati in odpraviti kakr§na koui pimanjkanja hranilnih snovi (npr. 

 

pomanjkanje vitamina C, kalcija, fosforja) ai prese乞ne ravni selena in bakra, za katere se 

 

poriとa, da piVzriと可i raz1iとne stopnje skiliize pri labiratirijski gojenih Rana sp. in 

 

Xenopus sp. (Marshall e t al. 1980; Leibovitz e t al. 1992; Martinez e t al. 1992; kit je 

 

navedeni v FIFRA sAP 2013). Kakovost vide in zdravje preskusnih osebkiv se bista na 

 

sp1i§no izboljala z upirabi ustrezne prehrane (glej Didatek 4) in rednimと i§とenj 

 

akvariia. 

 

Prehrana 

 

Posebna pripiroとila za prehrani, za kateri je bili v preskusu LAGDA ugitivijeni, da je 

 

uspe§na, si pidrobno navedena v Didatku 4. Pripirljivi je, da se viri hrane pregledaji 

 

glede biolo§kih toksinov, herbicidiv in drugih pesticidiv, za katere je znano, da pivzri 

 

skiliizo pri X laevis ali dnigih vidnih乞 ivalih (Sch1e1ik in Jenkins 2013). kpostavljenist 

 

nekaterim irihibitorjem hilinesteraze je bila na primer pivezana s skiliizi pri ribah 

 

(Schu1tz e tal. 1985) in乞 bah (Bacchetta e tal. 2008). 
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