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Nationales Vorwort

Der Textvon ISO 19040-1:2018 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,,Water quality” der Internationa-
len Organisation fiir Normung (ISO) erarbeitet und als prEN ISO 19040-1:2022 durch das Technische Komitee
CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ iibernommen, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitskreis NA 119-01-03-05-09 AK ,Hormonelle Wir-
kungen (Xenohormone) (ISO/TC147/SC5/WG9)“ des Arbeitsausschusses NA119-01-03 AA ,Wasserunter-
suchung (CEN/TC 230, ISO/TC 147)“ im DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW) erarbeitet.

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieflen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die Nutzungs-
bedingungen fiir den deutschen Text des Norm Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den englischen Text.

Bezeichnung des Verfahrens:

Bestimmung des estrogenen Potentials von Wasser und Abwasser — Teil 2: Hefe-Estrogenscreening (A-YES,
Arxula adeninivorans) (T 8):

Verfahren DIN EN ISO 19040-2 —T 8

Fiir die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen Doku-
mente hingewiesen:

ISO 3696 siehe DINISO 3696

[SO5667-16 siehe DINENISO 5667-16
[SO5725-2 siehe DINISO 5725-2

ISO 6107-6:2004 siehe DINISO 6107-6:2017-11
[SO 7405:2008 siehe DIN EN ISO 7405:2009-06
[S010253:2016 siehe DINENIS0 10253:2018-08
[SO010872:2010 siehe DINISO 10872:2012-10
[SO11074:2015 siehe DINENISO11074:2015-11
[SO 15839 siehe DIN ENISO 15839

IS0 20079 siehe DIN ENISO 20079

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen {iber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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Esisterforderlich, bei den Untersuchungen nach dieser Norm Fachleute oder Facheinrichtungen einzuschalten
und bestehende Sicherheitsvorschriften zu beachten.

Bei Anwendung der Norm ist im Einzelfall je nach Aufgabenstellung zu priifen, ob und inwieweit die Festlegung
von zusatzlichen Randbedingungen erforderlich ist.

Die vorliegende Norm enthalt das vom DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW) und von der Wasserche-
mischen Gesellschaft — Fachgruppe in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (GDCh) —gemeinsam erarbeitete

Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung:

Bestimmung des estrogenen Potentials von Wasser und Abwasser — Teil 2: Hefe-Estrogenscreening (A-YES,
Arxula adeninivorans) (T 8).

Die als DIN-Normen verdffentlichten Deutschen Einheitsverfahren sind bei der Beuth Verlag GmbH einzeln
oder zusammengefasst erhaltlich. Aufderdem werden die genormten Deutschen Einheitsverfahren in der Lose-
blattsammlung ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung” gemeinsam
von der Beuth Verlag GmbH und der Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA publiziert.

Normen oder Norm-Entwiirfe mit dem Gruppentitel Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung sind in folgende Gebiete (Haupttitel) aufgeteilt:

Allgemeine Angaben (Gruppe A)

Sensorische Verfahren (Gruppe B)

Physikalische und physikalisch-chemische Kenngréf3en (Gruppe C)
Anionen (Gruppe D)

Kationen (Gruppe E)

Gemeinsam erfassbare Stoffgruppen (Gruppe F)

Gasformige Bestandteile (Gruppe G)

Summarische Wirkungs- und Stoffkenngréfden (Gruppe H)
Mikrobiologische Verfahren (Gruppe K)

Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L)
Biologisch-6kologische Gewasseruntersuchung (Gruppe M)
Einzelkomponenten (Gruppe P)

Schlamm und Sedimente (Gruppe S)

Suborganismische Testverfahren (Gruppe T)

Uber die bisher erschienenen Teile dieser Normen gibt die Geschiftsstelle des Normenausschusses Wasserwe-

sen (NAW) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e. V., Telefon 030 2601-2448, oder die Beuth Verlag GmbH,
10772 Berlin, Auskunft.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 5667-16, Wasserbeschaffenheit — Probenahme — Teil 16: Anleitung zur Probenahme und
Durchfiihrung biologischer Testverfahren (1SO 5667-16)

DIN EN ISO 7405:2009-06, Zahnheilkunde — Beurteilung der Biokompatibilitit von in der Zahnheilkunde
verwendeten Medizinprodukten (1SO 7405:2008); Deutsche Fassung EN ISO 7405:2008

DIN ENISO 10253:2018-08, Wasserbeschaffenheit — Wachstumshemmtest mit marinen Algen Skeletonema sp.
und Phaeodactylum tricornutum (1SO 10253:2016); Deutsche Fassung EN IS0 10253:2016

DIN ENISO 11074:2015-11, Bodenbeschaffenheit — Warterbuch (IS0 11074:2015); Dreisprachige Fassung
ENIS011074:2015

DIN EN ISO 15839, Wasserbeschaffenheit — Online-Sensoren/Analysengeriite fiir Wasser — Spezifikationen und
Leistungspriifungen (ISO 15839)

DIN EN ISO 20079, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung der toxischen Wirkung von Wasserinhaltsstoffen und
Abwasser gegentiber Wasserlinsen (Lemna minor) — Wasserlinsen-Wachstumshemmtest (1ISO 20079)

DIN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke; Anforderungen und Priifungen
DIN ISO 5725-2, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 2:
Grundlegende Methode fiir die Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprdzision eines vereinheitlichten

Messverfahrens (ISO 5725-2)

DIN IS0 6107-6:2017-11, Wasserbeschaffenheit — Wérterbuch — Teil 6 (1SO 6107-6:2004); Text Deutsch,
Englisch, Franzésisch und Russisch

DINISO 10872:2012-10, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung der toxischen Wirkung von Sediment- und

Bodenproben auf Wachstum, Fertilitdt und Reproduktion von Caenorhabditis elegans (Nematoda)
(15010872:2010)
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Europaisches Vorwort

Der Textvon ISO 19040-2:2018 wurde vom Technischen Komitee [SO/TC 147 ,,Water quality“ der Internationa-
len Organisation fiir Normung (ISO) erarbeitet und als prEN ISO 19040-2:2022 durch das Technische Komitee
CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ iibernommen, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO 19040-2:2018 wurde von CEN als prENISO 19040-2:2022 ohne irgendeine Abdnderung
genehmigt.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des

Anwenders gerichtet werden. Eine vollstandige Liste dieser Institute ist auf den Internetseiten von CEN abruf-
bar.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler Normungs-
organisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird iiblicherweise
von Technischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an einem Thema
hat, fiir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee vertreten zu sein.
Internationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO stehen, nehmen
ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Themen eng mit der Internationalen
Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die unter-
schiedlichen AnnahmekKriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses Doku-
ment wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der 1SO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren kon-
nen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren. Details
zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der Einleitung
und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und bedeutet
keine Anerkennung.

Eine Erlduterung zum freiwilligen Charakter von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und Aus-
driicke in Bezug auf Konformitatsbewertungen sowie Informationen dariiber, wie ISO die Grundsatze der Welt-
handelsorganisation (WTO) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse (TBT) berticksichtigt, enthalt der fol-
gende Link: www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147, Water quality, Unterkomitee SC 5, Biological
methods erarbeitet.

Eine Auflistung aller Teile der Normenreihe ISO 19040 ist auf der ISO-Internetseite abrufbar.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Verfahren zur Bestimmung des estrogenen Potentials von Wasser und Abwasser
mittels eines Reportergen-Assays mit einem gentechnisch veranderten Hefestamm von Arxula adeninivorans
fest. Dieser Reportergen-Assay beruht auf der Aktivierung des humanen Estrogenrezeptors alpha.

Arxula adeninivorans ist ein sehr robuster sowie salz- und temperaturtoleranter Testorganismus, welcher
besonders fiir die Analyse von Proben mit hohem Salzgehalt (Leitfahigkeit bis 70 mS/cm) geeignet ist. Der
Testorganismus kann in einem Medium mit einem Natriumchloridgehalt von bis zu 20 % kultiviert werden.
Dieses Verfahren ist anwendbar auf:

— Siifdwasser;

— Abwasser;

— Meerwasser;

— Brackwasser;

— wassrige Extrakte und Sickerwasser;

— Eluate von Sedimenten (Siif3wasser);

— Porenwasser;

— wassrige Losungen von Einzelsubstanzen oder von chemischen Gemischen;

— Trinkwasser.

Die Bestimmungsgrenze (LOQ) dieser Methode zur direkten Analyse von Wasserproben liegt zwischen 1,5 ng/1
und 3 ng/1 17p-Estradiol-Aquivalenten (EEQ). Der obere Schwellenwert des dynamischen Bereichs fir diesen
Test liegt zwischen 25 ng/1 und 40 ng/l 174-Estradiol-Aquivalenten (EEQ). Proben, die estrogenes Potenzial
oberhalb dieser Schwelle zeigen, miissen fiir eine giiltige Quantifizierung verdiinnt werden. Die Extraktion
und Aufkonzentrierung von Wasserproben kann sich als notwendig erweisen, wenn ihr estrogenes Potential

unter der angegebenen LOQ liegt.

Es wurde ein internationaler Ringversuch zur Validierung der Methode durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Anhang F zusammengefasst.

ANMERKUNG  Eine Extraktion und Aufkonzentrierung von Wasserproben kann sich als notwendig erweisen.

WARNUNG —Anwender dieses Dokuments sollten mit der tiblichen Laborpraxis vertraut sein. Dieses Doku-
ment gibt nicht vor, alle unter Umstdnden mit der Anwendung des Verfahrens verbundenen Sicherheitsaspekte
anzusprechen. Es liegt in der Verantwortung des Arbeitgebers, angemessene Sicherheits- und Schutzmafinah-
men zu treffen und sicherzustellen.

WICHTIG — Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach diesem Dokument Fachleute oder Facheinrich-
tungen einzuschalten.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon oder
ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten Verweisungen gilt
nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug
genommenen Dokuments (einschlieBlich aller Anderungen).
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SO 3696, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods

3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

[SO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— [EC Electropedia: unter http://www.electropedia.org/
— SO Online Browsing Platform: unter http://www.iso.org/obp

31

Leer-Replikat

Leerwert

zusdtzliches Replikat, das keine Testorganismen enthdlt, aber genauso wie die anderen Replikate der Probe
behandelt wird

[QUELLE: 1SO 10872:2010, 3.5]

3.2
Kulturmedium
fliissige oder verfestigte Nahrstoffe, die mikrobielles Wachstum fordern

3.3

Verdiinnungsstufe

G

Volumenverhaltnis einer Mischung von Wasser oder Abwasser (mit dem Zahler 1) und dem Verdiinnungswas-
ser als ganze Zahl

Anmerkung 1 zum Begriff:  Fiir unverdiinntes Wasser oder Abwasser ist dieser Koeffizient per Definition 1 — 1. Der
entsprechende und kleinstmégliche Wert von G ist 1. In diesem Dokument zeigt der Pfeil den Ubergang vom anfinglichen
Gesamtvolumen zum endgiiltigen Gesamtvolumen an.

[QUELLE: IS0 6107-6:2004, 28]

3.4

Verdiinnungswasser

Wasser, welches zur Untersuchungsprobe hinzugegeben wird, um eine Serie definierter Verdiinnungen herzu-
stellen

[QUELLE: IS0 20079:2005, 3.7]
3.5

50 % Effektkonzentration
ECso

Konzentration einer Verbindung, die 50 % einer Wirkung verursacht

Anmerkung 1 zum Begriff:  Im Sinne dieses Dokuments ist der ECs die Konzentration einer Verbindung, die 50 % der
maximalen Reportergenaktivitit induziert, die durch diese Verbindung erreicht werden kann.
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3.6

Feldblindwert

im Labor vorbereiteter mit Wasser oder anderer Blindwertmatrix befiillter Behalter, der durch das Probenah-
mepersonal wihrend der Probenahme am Ort der Probenahme ausgebracht wird, um mogliche Kontaminatio-
nen wahrend der Probenahme zu verifizieren

[QUELLE: 1SO 11074:2015, 4.5.3]

3.7
Wachstumsrate
Proportionalitatsfaktor fiir die Zunahme der Zelldichte

[QUELLE: ISO 10253:2006, 3.2]

3.8

Induktionsrate

Quotient des gemittelten Signals derjenigen Vertiefungen einer Platte, bei denen nach Zugabe einer Dosis der
Testprobe die Reportergenaktivitdt erhoht ist, und dem gemittelten Signal der entsprechenden Vertiefungen,
in denen derselbe Stamm unter identischen Bedingungen mit einer Negativkontrolle behandelt worden ist

Anmerkung 1 zum Begriff:  Statt des Signals der Negativkontrolle kann der geschatzte Parameter A des Vier-Parameter-
Modells, welches die Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der Referenzverbindung und der Induktionsrate beschreibt, ein-
gesetzt werden.

[QUELLE: ISO 6107-6:2004, 43, modifiziert — ,Vertiefungen [...] bei denen [...] die Reportergenaktivitit erhoht

«

ist" ersetzt ,mutierte Kolonien“; ,Wells“ ersetzt ,entsprechende Vertiefungen®, ,Quotient” ersetzt , Differenz“]

3.9

Inokulum

Teil einer Kultur von Mikroorganismen die verwendet wird, um eine neue Kultur anzuimpfen oder eine expo-
nentiell wachsende Vorkultur in frischem Medium

[QUELLE: ISO 6107-6:2004, 44]

3.10

niedrigste ineffektive Verdiinnung

LID, en: Lowest ineffective Dilution)/G-Stufe

niedrigste Verdiinnung innerhalb einer Testreihe, die keine Wirkung zeigt, d. h. keine statistisch signifikante
Zunahme der Reportergenaktivitdt verglichen mit der Negativkontrolle

[QUELLE:ISO 11350:2012, 3.4, modifiziert — , Anstieg der Reportergenaktivitat” ersetzt ,Zunahme der Anzahl
von Revertantenwells”]

3.11
Negativkontrolle
Verdiinnungswasser ohne Untersuchungsprobe

[QUELLE: ISO 6107-6:2004, 51]

3.12

Referenzverbindung

Verbindung mit einem oder mehreren Eigenschaftswerten, die ausreichend reproduzierbar quantifiziert sind,
um die Kalibrierung des Messverfahrens zu ermoglichen

[QUELLE: 1SO 7405:2008, 3.6, modifiziert — ,Verbindung” ersetzt ,Material®; ,Kalibrierung des Messver-
fahrens“ ersetzt ,Verwendung des Materials oder Stoffes fiir die Kalibrierung einer Apparatur, die Bewertung
einer Messmethode oder die Zuordnung von Werten zu Materialien“]
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3.13
Reportergenaktivitit
quantitative Aktivitit eines Gens, das an die Promotorsequenz eines anderen Gens fusioniert ist

3.14

Testprobe

unverdiinnter, verdiinnter oder anderweitig behandelter Teil einer zu priifenden Probe nach Abschluss aller
Vorbereitungsschritte wie Zentrifugation, Filtration, Homogenisierung, pH-Einstellung und Bestimmung der
lonenstarke

[QUELLE: ISO 6107-6:2004, 92]

4 Grundlage des Verfahrens

Der A-YES (Arxula Yeast Estrogen Screen) ist ein Reportergen-Test fiir die Messung der Aktivierung des huma-
nen Estrogenrezeptors alpha (hERa) durch die in der Probe enthaltenen Substanzen, die einen estrogenen
Effekt verursachen. Auf diese Weise detektiert der Test Gesamtheit der estrogenen Aktivitdt einer Probe
in ihrem tatsdchlichen Zustand, einschlief}lich moéglicher additiver, synergistischer und antagonistischer
Mischungseffekte auf den gesamten Prozess der Reportergenexpression.

Das Gen fiir den humanen Estrogenrezeptors a wird unter der Kontrolle des TEFI-Promotors konstitutiv in
den Hefezellen exprimiert. Der Estrogenrezeptor gehort zur Familie der nukledren Hormonrezeptoren. Sobald
Estrogenrezeptor-Agonisten in die Hefezellen eindringen, binden sie an das monomere Estrogenrezeptorpro-
tein und induzieren dadurch eine Konformationsanderung. Als Konsequenz bilden zwei Rezeptorproteine ein
Rezeptordimer. Diese Aktivierung des Estrogenrezeptors wird durch die Induktion des Reportergens phyK
gemessen, welches fiir das Enzym Phytase kodiert. Das phyK-Gen ist mit einem estrogenrezeptor-abhiangigen
Promotor fusioniert, der Estrogen Responsive Elemente (ERE) enthalt. Das ER-Dimer bindet an den Promotor
und aktiviert dadurch die Expression des phyK-Gens und die Sekretion der Phytase. Als Maf fiir das estrogene
Potential wird schliefilich die Aktivitit der Phytase unter Verwendung eines geeigneten Substrats bestimmt,
das in ein gefarbtes Reaktionsprodukt gespalten wird. Das Reaktionsprodukt kann photometrisch gemessen
werden. In Anhang C ist ein Schema des Testprinzips dargestellt.

5 Storungen

Farbige oder triibe Proben kdnnten den photometrischen Nachweis der Zelldichte und/oder den Nachweis des
Reaktionsproduktes des Reporterenzyms Phytase storen (weitere Informationen siehe Abschnitt 10).

Effekte der Probenmatrix konnen zu einer Reduktion oder Zunahme lebensfahiger Zellen und zu einer Verrin-
gerung oder Zunahme des messbaren Signals fiihren. Estrogene Effekte einer Probe kdnnen durch Matrixef-
fekte maskiert werden, was zu falsch negativen oder falsch positiven Testergebnissen fiihrt.

Hoher Salzgehalt kann aufgrund des resultierenden osmotischen Drucks toxische Effekte verursachen. Die Leit-
fahigkeit der Probe ist ein Maf3 fiir ihren Salzgehalt. Der Teststamm von Arxula adeninivorans toleriert einen
Salzgehalt von bis zu 20 % Natriumchlorid, was einer Leitfahigkeit der Probe von bis zu 180 mS/cm entspricht.

Das Bakterienwachstum wahrend des Tests wird durch den Blindwert (3.1) beurteilt. Weitere Informationen
in Abschnitt 10.

Wenn gefilterte Proben getestet werden, um Bakterien aus der Probe zu entfernen, werden auch feste Partikel
von der Probe abgetrennt. Daher kdnnten Substanzen mit estrogener Aktivitat, die an Partikel adsorbiert sind,

moglicherweise nicht detektiert werden.

Detaillierte Informationen fiir geeignetes Probenahmematerial, das keinen Einfluss auf das Testergebnis hat,
sind in Abschnitt 8 zu finden.
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6 Gerite und Materialien

Geeignete Probenahmegerite werden in Abschnitt 8 genannt. Ubliche Laborgerite und Glaswaren sind erfor-
derlich. Insbesondere wird folgende Laborausstattung benotigt:

6.1 Inkubatorschiittler, temperatur- und zeitgesteuert, 30 °C £ 1 °C und 37 °C £ 1 °C mit einem Schiittelor-
bit von mindestens 3 mm.

Sofern der Schiittler keine Inkubatorfunktion besitzt, kann ein Schiittler mit einem Schiittelorbit von mindes-
tens 3 mm in Kombination mit einem Brutschrank (6.17) verwendet werden.

6.2  Minischiittler (Vortexer).

6.3 Multiparametermessgerit fiir pH-Werte und Leitfihigkeit bzw. separate Messgerite fiir jeden
Parameter.

6.4 Dampfsterilisator.

6.5 Zentrifuge, mit einem Rotor fiir 2 ml R6hrchen und mit einem Rotor fiir 96-Well-Platten, verwendbar
bis zu 1 000 g.

6.6 Sterilfilter, Celluloseacetat, Porengrofde 0,2 pm.

6.7 Einkanalpipetten, nominales Volumen 10 pul bis 10 000 pl.

6.8 Mehrkanalpipetten, nominales Volumen 100 pl bis 300 pl.

6.9 Transparente 96-Well-Platten aus Polystyrol mit flachem Boden (F-Profil, 300 pl) und Deckel.

6.10 96-Deepwell-Platten mit mindestens 1ml Volumen, rundem Boden und quadratischer
Well-Geometrie.

6.11 Mikrotiterplatten-Photometer fiir 96-Well-Platten, zur Absorptionsmessung bei Wellenldngen,
ndmlich 405 nm *+ 20 nm und 630 nm * 5 nm oder alternativ 600 nm + 20 nm.

6.12 Luftdurchlissige Klebefolie fiir Deepwell-Platten.
6.13 Reaktionsgefifide, 2 ml.

6.14 Zentrifugenréhrchen 15 ml und 50 ml.

6.15 Pipettierwannen.

6.16 Waage mit einer Mindestlast von 1 mg, d = 0,1 mg.

6.17 Brutschrank 30°C bis 37 °C mit einer Genauigkeit von *1 °C. Fiir den Fall der Kombination eines
Schiittlers mit einem Brutschrank ist ein Kiihlinkubator erforderlich.

7 Reagenzien, Medien und Teststamm

7.1 Reagenzien

Als Reagenzien so weit wie mdglich solche des Reinheitsgrades ,zur Analyse“ verwenden.
7.1.1 Salzsdure, c(HCI) = 1 mol/l, Molekulargewicht 36,46 g/mol, CAS: 7647-01-0.

7.1.2 Natriumhydroxid-L6ésung, c(NaOH) = 1 mol/], Molekulargewicht 40,00 g/mol, CAS: 1310-73-2.
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7.1.3

7.1.4

7.1.5

7.1.6

7.1.7

7.1.8

7.1.9

Ethanol, > 99,8 %, C;H50H, Molekulargewicht 46,07 g/mol, CAS: 64-17-5.

17B-Estradiol, > 98 %, C1gH40,, Molekulargewicht 272,38 g/mol, CAS: 50-28-2.

Maltose Monohydrate, >95 %, C1,H»,011 - H20, Molekulargewicht 360,32 g/mol, CAS: 6363-53-7.
Natriumnitrat, > 99 %, NaNO3, Molekulargewicht 84,98 g/mol, CAS: 7631-99-4.
Kaliumdihydrogenphosphat, > 99 %, KH,P0O4, Molekulargewicht 136,09 g/mol, CAS: 7778-77-0.
Magnesiumsulfat, MgS0O4, Molekulargewicht 120,37 g/mol (wasserfrei), CAS: 7487-88-9.

Eisen(IlI)-chlorid Hexahydrat, >97%, FeCl3-6H,0, Molekulargewicht 270,29 g/mol,

CAS:10025-77-1.

7.1.10

7.1.11

7.1.12

7.1.13

7.1.14

7.1.15

7.1.16

7.1.17

7.1.18

Calciumnitrat, > 99 %, Ca(NO3),, Molekulargewicht 164,09 g/mol, CAS: 10124-37-5.

Calcium D-pantothenat, > 98 %, C1gH3,CaN,01(, Molekulargewicht 238,27 g/mol, CAS: 137-08-6.
Thiaminhydrochlorid, > 98,5 %, C1,H1gCl;N40S, Molekulargewicht 337,27 g/mol, CAS: 67-03-8.
Niacin, > 99,5 %, C¢HsNO,, Molekulargewicht 123,11 g/mol, CAS: 59-67-6.
Pyridoxinhydrochlorid, > 99 %, CgH11NO3 - HCl, Molekulargewicht 205,64 g/mol, CAS: 58-56-0.
D-(+)-Biotin, 2 98,5 %, C1gH1¢N203S, Molekulargewicht 244,31 g/mol, CAS: 58-85-5.

Inositol, =2 99 %, CgH170¢4, Molekulargewicht 180,16 g/mol, CAS: 87-89-8.

Borsaure, > 99,8 %, H3B03, Molekulargewicht 61,83 g/mol, CAS: 10043-35-3.

Kupfer(II)-sulfat Pentahydrat, >99,5%, CuSO4-5H,0, Molekulargewicht 249,68 g/mol,

CAS: 7758-99-8.

7.1.19

7.1.20

Kaliumiodid, > 99 %, KI, Molekulargewicht 166,00 g/mol, CAS: 7681-11-0.

Mangansulfat monohydrate, >99%, MnSO,4-H;0, Molekulargewicht 169,02 g/mol,

CAS:10034-96-5.

7.1.21

7.1.22

Zinksulfat Heptahydrat, > 99,5 %, ZnSO4 - 7H, 0, Molekulargewicht 287,56 g/mol, CAS: 7446-20-0.

Natriummolybdat Dihydrate, >99,5%, Na;MoO,-2H;0, Molekulargewicht 241,95g/mol,

CAS:10102-40-6.

7.1.23

7.1.24

Cobalt(II)-chlorid, CoCl,, Molekulargewicht 129,84 g/mol, CAS: 7646-79-9.

Natriumcitrat Dihydrat, >99%, CgHsNa307-2H,0, Molekulargewicht 294,10g/mol,

CAS: 6132-04-3.

7.1.25

7.1.26

Citronensaure, > 99,5 %, C4HgO7, Molekulargewicht 192,12 g/mol, CAS: 77-92-9.

4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat (pNPP), C¢H4NNa,Og4P - 6H,0, Molekular-

gewicht 371,14 g/mol, CAS: 333338-18-4.

7.1.27

12

Natriumhydroxid, NaOH, Molekulargewicht 40,00 g/mol, CAS: 1310-73-2.
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7.1.28 Meersalz mit den Spezifikationen: Chlorid (Cl) 19290mg/l, Natrium 10780 mg/l, Sulfat
2660 mg/l, Kalium 420 mg/l, Calcium 400 mg/l, Carbonat (Bicarbonat) 200 mg/l], Strontium 8,8 mg/l, Bor
5,6 mg/], Bromid 56 mg/l, lodid 0,24 mg/1, Lithium 0,3 mg/], Fluorid 1,0 mg/l, Magnesium 1 320 mg/1.

7.1.29 Natriumchlorid, > 99 %, NaCl, Molekulargewicht 58,44 g/mol, CAS: 7647-14-5.
7.1.30 Aceton (p.a.), C3HgO, Molekulargewicht 58,08 g/mol, CAS: 67-64-1.

7.2 Wasser, Qualitdt 3 nach ISO 3696; Wasser mit einer Leitfahigkeit von bis zu 5 uS/cm oder
Reinstwasser ist geeignet.

Wenn noétig, Wasser (7.2) durch Autoklavieren oder durch Filtration sterilisieren (Celluloseacetat, 0,2 pm).

Wasser mit dieser Spezifikation wird auch fiir die Herstellung des Verdiinnungswassers fiir die schrittweise
Verdiinnung der Testprobe verwenden.

7.3 Teststamm

Der Teststamm leitet sich von Blastobotrys adeninivorans G1214 Syn.. Arxula adeninivorans G1214
(aleu2 aura3::ALEUZ) ab, [1]. Dieser Stamm besitzt eine Uracil-Auxotrophie. Um eine unkontrollierte Ausbrei-
tung von Antibiotikaresistenzen zu vermeiden und um die Akzeptanz hinsichtlich gesetzlicher Anforderungen
zu erhohen, besitzt der Stamm keine Antibiotikaresistenzmarker.

Genetische  Beschreibung: Integration des Selektionsmarkers AURA3mm in das Plasmid
Xplor2-102-hERa-GAA2(ERE107)-phyK nach Austausch des Markers ALEUZ Promoter-ATRPIm. Der
Selektionsmarker AURA3mm wurde aus dem Plasmid pCR4-AURA3mm-13 isoliert. Die DNA-Sequenzen
aus E.coli und fiir die Kanamycinresistenz wurden durch Restriktionsverdau eliminiert. Eine stabile
Integration von Xplor2-102-hERa-GAA2(ERE107)-phyK in das Arxula adeninivorans-Genom wurde durch
Transformation der Kassette in die Uracil-auxotrophe Mutante A. adeninivorans G1214 (aleuZ2 aura3::ALEUZ)
durch homologe Rekombination mit der 25S-rDNA erreicht.

Die Hefezellsuspension zur Bestimmung des estrogenen Potentials wassriger Proben wird aus gefrier-
getrockneten Zellen hergestellt. Die Gefriertrocknung der Arxula adeninivorans-Zellen ermoglicht eine
Testdurchfilhrung unter standardisierten Bedingungen. Es ist keine spezielle Laborausstattung fiir eine
Langzeitkultivierung notwendig.

Die Hefezellen sind kommerziell erhéltlich. Die gefriergetrockneten Hefezellen werden zwischen 4 °C und 8 °C
entsprechend der Angaben des Herstellers gelagert. Nach der Reaktivierung kénnen die Zellen direkt fiir den
Test eingesetzt werden, Vorkultivierung ist nicht notwendig.

Eine Alternative zu den kommerziellen Hefezellen sind selbst hergestellte gefriergetrocknete Hefezellen. Die
Herstellungsprozedur ist im Anhang B beschrieben. Die Hefe kann direkt aus den kommerziell erhéltlichen
Praparaten isoliert werden.

7.4 Medien

Falls notwendig, werden die Medien fiir 20 Minuten bei 121 °C+ 2 °C autoklaviert. Die Gefafle werden lose
bedeckt (z. B. mit Aluminiumfolie). Niemals luftdicht verschlief3en.

7.4.1 17p-Estradiol (E2) Stammldésung.

10 mg 17p-Estradiol (E2) (7.1.4) in 10 ml Ethanol (7.1.3) 16sen. Die 17-Estradiol (E2) Stammlésung bei
< -18°C nicht langer als 18 Monate lagern.

Sofern verfligbar, kann ein zertifizierter Referenzstandard von 17-Estradiol der gleichen Konzentration als
Stammlésung verwendet werden.
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7.4.2 17p-Estradiol (E2) Arbeitslésung.

Die 17f-Estradiol (E2) Stammldsung (7.4.1) wie folgt 1 — 100 verdiinnen: 10 pl der 175-Estradiol (E2) Stamm-
16sung (7.4.1) zu 990 pl Ethanol (7.1.3) hinzufiigen und gut mischen. Fiir die nachfolgende 1 — 10 Verdiinnung
100 pl der ersten Verdiinnung zu 900 pl Ethanol (7.1.3) hinzufiigen und gut mischen. Die finale Konzentration
betragt 1 mg/l. Die Arbeitslosung muss anschlief3end aliquotiert werden, um wiederholtes Auftauen und Ein-
frieren zu vermeiden. Die 17f-Estradiol (E2) Arbeitslosung bei < -18 °C und nicht langer als 6 Monate lagern.

ANMERKUNG  Das Pipettieren von organischen Losungsmitteln erfordert fiir diesen Zweck kalibrierte Pipetten oder
andere geeignete Gerate fiir das Transferieren dieser Fliissigkeiten.

7.4.3 Maltose-Losung.

20 g Maltose Monohydrat (7.1.5) in 70 ml Reinstwasser (7.2) losen und anschlieféend mit Reinstwasser (7.2)
auf 100 ml auffiillen. Die Maltose-Losung autoklavieren. Die Maltose-Losung bei 2 °C bis 8 °C und nicht langer
als 6 Monate lagern.

7.4.4 Salz-Losung fiir das Hefeminimalmedium.

3,7g NaNOj (7.1.6), 8,4g KH,PO,4 (7.1.7) und (1) g MgS0O4 (7.1.8) in 70 ml Reinstwasser (7.2) ldsen und
anschlieffend mit Reinstwasser (7.2) auf 100 ml auffiillen. Die Salz-Lésung autoklavieren. Die Salz-Lésung fiir
Hefeminimalmedium bei 2 °C bis 8 °C und nicht langer als 6 Monate lagern.

7.4.5 Salz-Losung fiir das salzhaltige Hefeminimalmedium.

28¢g NaCl (7.1.29), 3,7 g NaNO3 (7.1.6), 8,4 g KH,PO4 (7.1.7) und (1) g MgS0O4 (7.1.8) in 70 ml Reinstwasser
(7.2) 16sen und anschliefdend mit Reinstwasser (7.2) auf 100 ml auffiillen. Fiir die Analyse von Meerwasser-
und Brackwasserproben darf NaCl durch einen geeigneten Mix aus Salzen mit einer dhnlichen Zusammenset-

zung wie Meersalz ersetzt werden. Die Salz-Losung fiir das salzhaltige Hefeminimalmedium autoklavieren. Die
Losung bei 2 °C bis 8 °C und nicht langer als 6 Monate lagern.

7.4.6 Spurenelement-Lésung.
Die folgenden Chemikalien einzeln einwiegen:

0,05g H3BO3 (7.1.17), 0,01 g CuSO, - 5H,0 (7.1.18), 0,01 g KI (7.1.19), 0,04 g MnSO, - H,0 (7.1.20), 0,04 g
ZnS0, - 7H,0 (7.1.21), 0,02 g NazMoO, - 2H,0 (7.1.22), 0,01 g CoCl, (7.1.23).

Die eingewogenen Chemikalien mischen und in 100 ml Reinstwasser (7.2) l6sen. Die Spurenelement-Losung
autoklavieren. Ein leichter Niederschlag in der Spurenelement-Losung hat keinen Einfluss auf die Qualitat. Die
Spurenelement-Losung vor Verwendung gut mischen. Die Spurenelement-L6sung bei 2 °C bis 8 °C und nicht
langer als 12 Monate lagern.

7.4.7 FeCl3-Losung.

0,2 g Fe(1I1)Cl3 Hexahydrat (7.1.9) in 20 ml Reinstwasser (7.2) 16sen und anschlief3end steril filtrieren (0,2 pm).
Die FeCl3-Losung bei 2 °C bis 8 °C und nicht langer als 6 Monate lagern.

7.4.8 Ca(NO3),-Losung.

10g Ca(NO3), (7.1.10) in 10 ml Reinstwasser (7.2) losen und anschlieféend steril filtrieren (0,2 pm). Die
Ca(NO3)2-Losung bei 2 °C bis 8 °C und nicht langer als 6 Monate lagern.

7.4.9 Vitamin-Mix.

Die folgenden Chemikalien einzeln einwiegen:
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0,2 g Calcium-D-Panthothenat (7.1.11), 0,2 g Thiamin Hydrochlorid (7.1.12), 0,05 g Niacin (7.1.13), 0,02 g Bio-
tin (7.1.15), 0,2 g Pyridoxin Hydrochlorid (7.1.14), 2 g Inositol (7.1.16).

Die eingewogenen Chemikalien mischen und in 50 ml Reinstwasser (7.2) 16sen. Anschliefsend den Vitamin-Mix
steril filtrieren (0,2 pm). Den Vitamin-Mix bei 2 °C bis 8 °C und nicht langer als 6 Monate lagern.

7.4.10 Hefeminimalmedium mit Maltose.

1 ml FeClz-Losung (7.4.7), 1 ml Ca(NOg3),-Losung (7.4.8), 1 ml Spurenelement-L6ésung (7.4.6) und 0,5 ml
Vitamin-Mix (7.4.9) zu 96,5 ml Salz-Losung (7.4.4) pipettieren. Anschlieféend 100 ml Maltose-Losung (7.4.3)
zugeben.

Das Hefeminimalmedium mit Maltose ist fiinffach konzentriert. Das Hefeminimalmedium mit Maltose bei 2 °C
bis 8 °C und nicht langer als 6 Monate lagern.

7.4.11 salzhaltiges Hefeminimalmedium mit Maltose.

1ml FeClz-Losung (7.4.7), 1 ml Ca(NO3),-Losung (7.4.8), 1 ml Spurenelement-Losung (7.4.6) und 0,5 ml
Vitamin-Mix (7.4.9) zu 96,5ml Salz-Losung fiir das salzhaltige Hefeminimalmedium (7.4.5) pipettieren.
AnschliefRend 100 ml Maltose-Losung (7.4.3) zugeben.

Das salzhaltige Hefeminimalmedium mit Maltose ist flinffach konzentriert. Das salzhaltige Hefeminimal-
medium mit Maltose bei 2 °C bis 8 °C und nicht ldnger als 6 Monate lagern.

7.4.12 Substratpuffer.

10,35 g Natriumcitrat Dihydrat (7.1.24) und 12,45 g Citronensaure (7.1.25) einzeln einwiegen. Jede Chemikalie
in 60 ml Reinstwasser (7.2) ldsen. Die zwei Losungen mischen und mit Reinstwasser (7.2) auf 200 ml auffiillen.
Den Substratpuffer autoklavieren und vor Verwendung auf Raumtemperatur abkiihlen lassen. Den Substrat-
puffer bei 2 °C bis 8 °C und nicht langer als 6 Monate lagern.

7.4.13 Phytase-Substratlésung.

Eine Phytase-Substratlosung mit einer Konzentration vonlmg/ml wie folgt herstellen: Mindestens 15 mg
4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat (7.1.26) einwiegen und in einem aquivalenten Volumen
Substratpuffer (7.4.12) losen. Ein Volumen von 15ml Phytase-Substratlosung ist ausreichend fiir zwei
Testplatten. Die Phytase-Substratldsung immer frisch herstellen und innerhalb von zwei Stunden verwenden.

7.4.14 Entwickler.
24 g Natriumhydroxid (7.1.27) in 200 ml Reinstwasser (7.2) 16sen. Den Entwickler autoklavieren und vor Ver-

wendung auf Raumtemperatur abkiihlen lassen. Die Losung bei Raumtemperatur und nicht langer als 6 Monate
lagern.

8 Probenahme und Proben
8.1 Allgemeines

Dieser Abschnitt beschreibt spezifische Anforderungen an die Probenahme hinsichtlich der Bestimmung estro-
gener Aktivitdt in Wasserproben. Allgemeine Informationen zur Probenahme sind in ISO 5667-16 enthalten.

8.2 Flaschen und Probenmaterial

Saubere Glasflaschen (Borosilikatglas) mit Polytetrafluorethylen (PTFE)-beschichteten Verschlusskappen ver-
wenden. Um den photochemischen Abbau von Verbindungen zu vermieden, Braunglasflaschen verwenden.
Falls transparente Glasflaschen verwendet werden, diese in Aluminiumfolie einwickeln oder in einem dunklen
Behalter lagern.
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Alternativ diirfen Flaschen aus Aluminium oder Edelstahl (beide unbeschichtet) verwendet werden. Es ist
sicherzustellen, dass andere Materialien als Borosilikatglas die Ergebnisse nicht beeinflusst.

8.3 Vorbereitung von Flaschen und Geraten fiir die Probenahme

Nach der iiblichen Reinigung die Flaschen und die Verschlusskappen zusatzlich wie folgt reinigen: saubere
Flaschen und die Verschlusskappen dreimal mit einer geringen Menge Aceton (7.1.30) spiilen. Das anhaftende
Aceton verdampfen lassen (z. B. Trockenschrank). Die Flaschen sofort nach dem Trocknen schlief3en.

Alle Glasgerate, Spatel usw., die in Kontakt mit der Probe kommen, dreimal mit einer geringen Menge Aceton
(7.1.30) spiilen. Das anhaftende Aceton verdampfen lassen.

8.4 Probenahmeverfahren

Waihrend der Probenahme Einweg-Nitrilhandschuhe tragen. Vor der Probenahme keine Handcreme benutzen
und Hautkontakt mit der Probe vermeiden. Nur Material aus Glas, PTFE, Aluminium oder Edelstahl verwenden.

Die Flaschen vollstdndig fiillen. Eine mdgliche Ausdehnung der Probe aufgrund einer Temperaturdnderung
beriicksichtigen. Wenn die Proben im Rahmen ihrer Konservierung eingefroren werden sollen, diirfen die Fla-
schen nicht vollstandig gefiillt werden. Dies dient dazu, einen Bruch der Flasche zu verhindern, der durch die
Volumenzunahme beim Einfrier- und Auftauprozesses entstehen kann.

Die Proben nicht mit Chemikalien stabilisieren.

Die Proben entweder auf 2 °C bis 8 °C kiihlen oder bei < -18 °C einfrieren.

8.5 Probentransport

Die Proben so schnell wie moglich nach der Probenahme an das Labor liefern.

Den Probenbehalter frost- und bruchfest transportieren und vor Lichteinwirkung, Temperaturanstieg und
dufderer Verschmutzung schiitzen.

Fiir langere Transportwege der Probe diese kiihlen, oder — bei ldngeren Zeiten — einfrieren. Die Kiihlung so
bald wie moglich nach der Probenahme beginnen in Kiihlboxen mit Eis, gefrorenen Gelpackungen oder Kiih-
lelementen. Eine Kiihlvorrichtung im Transportfahrzeug ist ebenfalls geeignet. Eine Kiihltemperatur wahrend
des Transports von 2 °C bis 8 °C hat sich als geeignet erwiesen. Die vorgeschlagene Kiihltemperatur gilt fiir die
Umgebung der Probe (z. B. in der Kiihlbox) und nicht fiir die Probe selbst.

Wenn die Probe gefroren ist, das Auftauen der Probe vermeiden (z. B. durch Transport auf Trockeneis). Wenn
Trockeneis fiir den Transport ausgewahlt wird, sollten die Flaschen in Papier oder Luftpolsterfolie eingewickelt
werden, um direkten Kontakt mit dem Trockeneis zu vermeiden.

8.6 Vorbehandlung von Proben

Um den mdglichen Verlust partikelbedingter estrogener Aktivitat zu vermeiden, unfiltrierte Proben moglichst
unmittelbar nach der Probenahme analysieren. Die Entscheidung iiber eine Probenfiltration (z.B. Cellulose-
acetat, 0,45 pm Porengrofie) muss vom ausfithrenden Labor in Abhangigkeit der Fragestellung und der Erfah-
rungen mit dem zu untersuchenden Probentyp gefallt werden. In jedem Fall protokollieren, ob eine gefilterte
oder unfiltrierte Probe getestet wurde. Weitere Informationen tiber mogliche Auswirkungen der Filtration auf
Proben mit estrogener Aktivitit finden sich in den Referenzen [13] und [14].

Die Probe mit HCI (7.1.1) oder NaOH-Losung (7.1.2) auf einen pH-Wert von 7,2 + 0,2 einstellen. Die Siure- oder
Alkalikonzentration so wihlen, dass die zugegebenen Volumina so gering wie méglich sind. Ubertitrationen
vermeiden. Die HCI-Losung (7.1.1) oder NaOH-Losung (7.1.2) wenn notwendig verdiinnen. Die Einstellung des
pH-Werts der Probe konnte Auswirkungen auf die Probe haben. Alle sichtbaren Veranderungen, die durch die
Einstellung des pH-Werts verursacht werden (siehe ISO 5667-16), protokollieren.
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Die Leitfahigkeit der Probe messen.
8.7 Lagerung von Proben

Die Proben sofort nach der Probenahme testen. Wenn dies nicht moglich ist, die Wasserproben bei 2 °C bis 8 °C
(<7d) oder bei Temperaturen unter -18 °C (bis zu zwei Monaten) aufbewahren. Fiir mehrere Tests grofiere
Probenvolumina im Voraus in geeignete Portionen aufteilen, da aufgetaute Proben nur am selben Tag angesetzt
werden konnen. Mehrmaliges Auftauen und Einfrieren der Proben vor der Analyse vermeiden. Die Probe im
Dunkeln bei einer maximalen Temperatur von 25 °C (z. B. Wasserbad) oder zwischen 2 °C und 8 °C iiber Nacht
auftauen. Zum Auftauen von Proben keine Mikrowelle verwenden.

Die Lagerung der Probe kann sich auf die estrogene Aktivitit der Probe auswirken. Mogliche Anderungen sind
probeabhangig. Dauer und Bedingungen fiir die Probenlagerung auf der Grundlage von Erfahrungen mit dem
jeweiligen Probentyp festlegen. Weitere Informationen tiber mégliche Auswirkungen der Lagerung auf Proben
mit estrogener Aktivitat finden sich in den Referenzen [15] und [16].

9 Testverfahren
9.1 Testansatz
9.1.1 Herstellung der Verdiinnungen des Referenzstandards

Die 17-Estradiol Arbeitslosung (7.4.2) auftauen. Die Arbeitslésung 1 — 100 verdiinnen [z.B. 10 pl 174-Estra-
diol Arbeitslosung (7.4.2) zu 990 pl Reinstwasser (7.2) zugeben]. Eine weitere 1 — 10 Verdlinnung herstellen
[z.B. 100 pl der ersten Verdiinnung zu 900 pl Reinstwasser (7.2) pipettieren]. Die Endkonzentration betragt

1ug/l

Verdiinnungsreihe der E2-Referenz: Die Verdiinnungen von E2 fiir die Dosis-Wirkungskurve in braunen
Glaschen mit Verschlusskappen und Polytetrafluoroethylen (PTFE)-Dichtungen herstellen. Tabelle 1 zeigt die
Herstellung der E2-Verdiinnungen fiir die Dosis-Wirkungskurve. Reinstwasser (7.2) fiir die Verdiinnungsreihe
verwenden. Flir die Dosis-Wirkungskurve werden sieben E2-Konzentrationen eingesetzt (1 ng/1, 2 ng/1, 4 ng/l,
8ng/l,20 ng/1,40 ng/1,80 ng/1 E2). Nach Zugabe der Hefezellsuspension in die Testwells ergeben sich folgende
Endkonzentrationen: 0,8 ng/l, 1,6 ng/l, 3,2 ng/1, 6,4 ng/1, 16 ng/1, 32 ng/l, 64 ng/1 E2.

Die Gesamtvolumina der E2-Verdiinnungen in Tabelle 1 sind ausreichend fiir eine Testplatte mit zwei Replika-
ten fiir jede Verdliinnungsstufe (400 pl je Replikat).

Tabelle 1 — Herstellung der E2-Verdiinnungsreihe fiir die Dosis-Wirkungskurve

E2- ) Volumen"EZ- Volumen Wasser C(E%) finale Gesamtvolumen
Ausgangslosung Ausgangslésung Losung

1pg/l 0,56 ml 6,44 ml 80 ng/1 7 ml
80 ng/l 2,5ml 2,5ml 40ng/1 5ml
40ng/1 2,5ml 2,5ml 20ng/1 5ml
20ng/1 2,0ml 3,0ml 8ng/l 5ml
8ng/l 2,5ml 2,5ml 4ng/l 5ml
4ng/l 2,5ml 2,5ml 2ng/l 5ml
2ng/l 2,5ml 2,5ml 1ng/l 5ml

9.1.2 Reaktivierung der Hefe

Fiir eine 96-Well-Testplatte wird ein Flaschchen mit gefriergetrockneter Hefe benotigt.
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Vor Verwendung das Hefeminimalmedium mit Maltose (7.4.10) auf Raumtemperatur bringen. Das
Hefeminimalmedium mit Maltose (7.4.10) 1—5 verdiinnen, indem 8 ml Reinstwasser (7.2) zu 2ml des
Hefeminimalmedium mit Maltose (7.4.10) zugegeben werden.

Zu dem Glaschen mit der gefriergetrockneten Hefe 2 ml des verdiinnten Hefeminimalmediums mit Maltose
gegeben und solange mischen, bis sich das Pellet vollstandig geldst hat (z. B. Verwendung eines Vortexers). Die
Hefe in ein verschliefRbares 2 ml Reaktionsgefaf iiberfithren und etwa 20 s bei 3 000 g zentrifugieren. Danach
den fliissigen Uberstand vorsichtig in ein separates GefiR iiberfiihren.

1 ml des verdiinnten Hefeminimalmediums mit Maltose zu dem Pellet pipettieren und dieses resuspendie-
ren (vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wird empfohlen). Das Reaktionsgefafs etwa 20 s bei 3000 g zentri-
fugieren. Den fliissigen Uberstand vorsichtig in ein separates Sammelgefaf iiberfiihren.

1 ml des verdliinnten Hefeminimalmediums mit Maltose zu dem Pellet pipettieren und dieses resuspendie-
ren (vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wird empfohlen). Das Reaktionsgefafs etwa 20 s bei 3000 g zentri-
fugieren. Den fliissigen Uberstand vorsichtig in das separate Sammelgefaf3 tiberfiihren.

1 ml des verdiinnten Hefeminimalmediums mit Maltose zu dem Pellet pipettieren und dieses resuspendieren
(vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wird empfohlen). Das geschlossene Reaktionsgefafd mit der Hefe in hori-
zontaler Position auf einem Schiittler befestigen und fiir etwa 1 h bei 30 °C + 2 °C schiittelnd inkubieren. Die
Schiittelfrequenz ist abhdngig vom Orbit des Schiittlers und sollte 50 % der in Tabelle 2 angegebenen Frequen-
zen betragen.

Tabelle 2 — Schiittelfrequenzen in Abhingigkeit des Orbits des Schiittlers

Orbit Frequenz
mm rpm
3 bis 4,5 750 bis 1000
15 bis 20 450 bis 480
25 370 bis 390

Schiittler mit gleichem Orbit von verschiedenen Herstellern kénnen unterschiedliche Schiittelcharakteristika
besitzen. Eine Bestimmung der optimalen Schiittelfrequenz kann deshalb notwendig sein.

9.1.3 Negativkontrolle

Reinstwasser (7.2) als Negativkontrolle verwenden. Jede 96-Well-Platte muss mindestens zwei Replikate der
Negativkontrolle enthalten. Ein Volumen von 400 pl fiir jedes Replikat verwenden.

9.1.4 Leerwert

Fiir jede Probe mindestens zwei Leerwert-Replikate (3.1) mit je 400 pl auf derselben 96-Well-Platte mitfiihren.
Die unverdiinnte Probe als Leerwert-Replikate einsetzen. Falls es notwendig ist, die Probe fiir die Leerwert-
Replikate zu verdiinnen (z. B. bei hoher mikrobieller Belastung der Probe), muss dies in Gleichung (6) bertick-
sichtigt werden (Korrektur der Probenfarbung und/oder nicht enzymvermittelte Substratspaltung). In diesem
Fall wird der Nenner in Gleichung (6) durch den Anteil der Probe in den Leerwert-Replikaten ersetzt.

Fiir die Negativkontrolle und die E2-Referenz sind jeweils zwei Leerwert-Replikate ausreichend. Fiir den Leer-

wert der Referenz 17[17]p-Estradiol (7.1.4) wird die Kalibrierstufe (Verdiinnungsstufe der Referenz) 80 ng/1
eingesetzt.
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9.1.5 Probenverdiinnung

Die zu testende Probe vor Verwendung durch Schiitteln homogenisieren. Aufeinanderfolgende Verdiinnungen
der Probe mit probenspezifischem Verdiinnungswasser herstellen (siehe AnhangE fiir eine Verdiinnungs-
reihe).

Fiir Proben mit einer Leitfahigkeit kleiner oder gleich 8,0 mS/cm Reinstwasser (7.2) als Verdiinnungswasser
verwenden.

Fiir Proben mit einer Leitfahigkeit grofier 8,0 mS/cm muss die Leitfahigkeit des Verdiinnungswassers mit NaCl
(7.1.30) auf den gleichen Leitfahigkeitswert eingestellt werden. Im Fall von Meer- oder Brackwasserproben
darf NaCl durch einen geeigneten Mix aus Salzen mit einer dhnlichen Zusammensetzung wie Meersalz ersetzt
werden, z. B. durch Meersalz (7.1.28).

Mindestens vier Replikate fiir jede Verdlinnungsstufe testen.
Eine empfohlene Plattenbelegung fiir Chemikalien und Extrakte ist in Anhang D gezeigt.

ANMERKUNG  Falls die Leitfahigkeit einer Probenserie sich um nicht mehr als 10 % unterscheidet, kann die mittlere
Leitfahigkeit dieser Proben fiir die Einstellung der Leitfahigkeit des Verdiinnungswasser herangezogen werden.

9.1.6 Feldblindwert

Den Feldblindwert (3.6) unverdiinnt in mindestens vier Replikaten testen. Die Leerwert-Replikate der Nega-
tivkontrolle kdnnen auch als Leerwerte fiir den Feldblindwert verwendet werden.

Falls es sinnvoll ist, kann der Feldblindwert auch wie eine Probe analysiert werden. In diesem Fall geeignete
Verdiinnungen des Feldblindwertes wie in 9.1.5 beschrieben vorbereiten. In Bezug auf die Leerwert-Replikate
wie in 9.1.7 beschrieben weiter verfahren.

Fiir jede Probe muss ein reprasentativer Feldblindwert am selben Tag unter Verwendung der gleichen Medien,
Zellkultur und (Gerate-)Ausstattung analysiert werden. Wenn ein Feldblindwert fiir eine Reihe von Proben
reprasentativ ist, darf er nur einmal getestet werden.

9.1.7 Plattenbelegung

Ein Volumen von 400 pl fiir jedes Well verwenden (Probe, Probenverdiinnungen, Verdiinnung der Referenz
(E2), Negativkontrolle, Feldblindwert, Leerwert-Replikate).

Fiir jede Probe sollten geeignete Verdiinnungen getestet werden (fiir Abwasserproben sind mindestens sieben
Verdiinnungen empfohlen). Mindestens vier Replikate jeder Verdliinnungsstufe auf derselben 96-Well-Platte
untersuchen. Mindestens zwei Leerwert-Replikate jeder Probe auf derselben 96-Well-Platte untersuchen. Die
unverdiinnte Probe oder die Verdiinnung mit der héchsten Probenkonzentration im Test fiir die Analyse der
Leerwerte verwenden.

Zusatzlich muss die Testplatte mindestens zwei Replikate der Negativkontrolle und zwei Replikate fiir den
Leerwert der Negativkontrolle enthalten.

Auf jeder Platte eine Dosis-Wirkungsbeziehung der Referenz 17[17]f-Estradiol (7.1.4) in Doppelbe-
stimmung testen. Fiir die Kalibrierstufe (Verdiinnungsstufe der Referenz) von 80ng/l mindestens zwei
Leerwert-Replikate testen.

Eine empfohlene Plattenbelegung ist in Anhang A dargestellt.

Die Inokulation der Testplatte mit den reaktivierten Hefezellen muss innerhalb von 2 h nach der Platten-
belegung erfolgen.
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Eine Empfehlung fiir ein alternatives Test-Design (Plattenbelegung) mit nur einer Probenverdiinnung ist in
Anhang I gezeigt.

9.1.8 Inokulation der Testplatte
9.1.8.1 Herstellung des probenspezifischen Inokulationsmedium
Fiir jede Probe das Inokulationsmedium herstellen.

Fiir Proben mit einer Leitfahigkeit kleiner oder gleich 8,0 mS/cm wird salzhaltiges Hefeminimalmedium mit
Maltose (7.4.11) als Inokulationsmedium verwendet. Sofern nur wenige Verdiinnungen einer Probe analysiert
werden sollten und kein Vorwissen zur estrogenen Aktivitat der Probe existiert, kann Hefeminimalmedium
mit Maltose (7.4.10) als Inokulationsmedium verwendet werden.

Die Leitfahigkeit des Inokulationsmediums fiir Proben mit einer Leitfahigkeit grofler 8,0 mS/cm durch
Mischen verschiedener Volumenanteile des Hefeminimalmediums mit Maltose (7.4.10) und des salzhaltigen
Hefeminimalmediums mit Maltose (7.4.11) einstellen: 0,143 x c(Probe) ml des Hefeminimalmediums mit
Maltose (7.4.10) und [5- 0,143 x c¢(Probe)] ml des salzhaltigen Hefeminimalmediums mit Maltose (7.4.11)
verwenden. Hierbei bezeichnet c(Probe) die Salinitdt der Probe. Die Salinitat auf Basis der Leitfahigkeit einer
Verdiinnungsreihe von NaCl (7.1.30) in Wasser (7.2) abschédtzen, oder die Salinitit mit einem geeigneten
Gerat messen. Die Volumenanteile der beiden Medien mischen.

Fiir Proben mit einer Leitfahigkeit grofier oder gleich 54,2 mS/cm ausschliefdlich das Hefeminimalmedium mit
Maltose (7.4.10) als Inokulationsmedium verwenden.

BEISPIEL  Eine Probe hat eine Leitfahigkeit von 27,9 mS/cm bei 20 °C. Der Zusammenhang zwischen Leitfahigkeit und
Salinitdt wurde durch eine Verdiinnungsreihe von NaCl in Reinstwasser bei 20 °C bestimmt. Die berechnete Salinitat der
Probe ist 18. Das Volumen des Hefeminimalmediums mit Maltose (7.4.10) betragt 0,143 x 18 =2,57 ml. Das Volumen des
salzhaltigen Hefeminimalmediums mit Maltose (7.4.11) betragt 5-0,143 x 18 =2,43 ml.

ANMERKUNG  Fallsdie Leitfahigkeit einer Serie von Proben sich um nicht mehrals 10 % unterscheidet, kann die mittlere
Leitfahigkeit der Proben fiir die Einstellung der Leitfahigkeit des Inokulationsmedium herangezogen werden.

9.1.8.2 Inokulation der Wells ohne Probe

Fiir die Inokulation der Leerwerte fiir die Negativkontrolle und die Leerwerte fiir die Referenzverbindung wie
folgt vorgehen: 100 pl des salzhaltigen Hefeminimalmediums mit Maltose (7.4.11) in die entsprechenden Wells
pipettieren.

Fiir die Inokulation der Negativkontrolle und der Referenzverbindung wie folgt vorgehen: 4,8 ml salzhaltiges
Hefeminimalmedium mit Maltose (7.4.11) und 0,25 ml der reaktivierten Hefe (9.1.2) in ein Réhrchen (z.B.
15 ml-Roéhrchen) iiberfithren. Das Réhrchen vorsichtig schwenken und den Hefe-Minimalmediummix in eine
Pipettierwanne giefien. Die Inokulation erfolgt, indem 100 pl des vorbereiteten probenspezifischen Hefe-
Minimalmediummixes in die jeweiligen Wells der Deepwell-Platte mit der entsprechenden Probe und den
entsprechenden Probenverdiinnungen pipettiert werden (eine Mehrkanalpipette oder ein Mikrodispenser
wird empfohlen).

Falls fiir Proben mit einer Leitfihigkeit kleiner oder gleich 8,0 mS/cm Hefeminimalmedium mit Maltose
(7.4.10) als Inokulationsmedium verwendet wird, dann muss dasselbe Medium fiir die Inokulation der Wells
ohne Probe verwendet werden. In diesem Fall bitte sicherstellen, dass nur Proben mit einer Leitfahigkeit
kleiner oder gleich 8,0 mS/cm parallel auf einer 96-Deepwell-Platte analysiert werden.

9.1.8.3 Inokulation der Wells mit Probe
100 pl des probenspezifischen Inokulationsmediums (9.1.8.1) zu den Leerwerten der Probe pipettieren.

Das verbleibende Volumen (4,8 ml) des probenspezifischen Inokulationsmediums mit 0,25 ml der reakti-
vierten Hefe (9.1.2) in ein Rohrchen (z. B. 15 ml-Rohrchen) tiberfithren. Das Réhrchen vorsichtig schwenken
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und den Hefe-Minimalmediummix in eine Pipettierwanne giefien. Die Inokulation erfolgt, indem 100 pl des
vorbereiteten probenspezifischen Hefe-Minimalmediummixes in die Wells der Deepwell-Platte mit der ent-
sprechenden Probe und den entsprechenden Probenverdiinnungen pipettiert werden (eine Mehrkanalpipette
oder ein Mikrodispenser wird empfohlen).

Nach der vollstandigen Inokulation der Testplatte die Deepwell-Platte mit einer luftdurchlassigen Klebefolie
versiegeln und kurz zentrifugieren (max. 200 x g, 10 s). Die Deepwell-Platte in einen Schiittelinkubator stellen
und bei 30 °C bis 32 °C (£ 2 °C) fiir 22 h + 2 h inkubieren. Die Schiittelfrequenz hdngt vom Orbit des Schiittlers
ab und sollte in dem in Tabelle 2 gezeigten Frequenzbereich liegen.

9.2 Messung
9.2.1 Messung der Reportergenaktivitat

Den Substratpuffer und Entwickler vor Verwendung auf Raumtemperatur bringen. Mindestens 15 ml der
Phytase-Substratlosung (7.4.13) herstellen.

Die Deepwell-Platte in eine geeignete Zentrifuge mit einem Rotor fiir Mikrotiter-Platten stellen. Die Zellen fiir
10 min bei 700 x g zentrifugieren. Nach der Zentrifugation 50 pl des klaren Uberstand von jedem Well in eine
neue Mikrotiter-Platte liberfiihren (eine Mehrkanalpipette wird empfohlen). Luftblasen nach Mdéglichkeit ver-
meiden und das Hefepellet nicht zerstoren. Die Pipettenspitzen miissen nach jedem Pipettiervorgang gewech-
selt werden.

AnschliefRend 50 pl der Phytase-Substratlosung (7.4.13) in jedes Well der Mikrotiter-Platte mit dem klaren
Uberstand pipettieren (eine Mehrkanalpipette oder ein Mikrodispenser wird empfohlen). Die Mikrotiter-
Platte mit einem Deckel verschliefien und kurz zentrifugieren (max. 200 x g, 10 s). Die Mikrotiter-Platte fiir
1h+5min bei 37 °C+2°Cin einen Brutschrank stellen.

Nach 1h 5 min Inkubation die Absorption bei 405 nm = 20 nm in einem Photometer fiir Mikrotiter-Platten
messen. Anschlief3end 100 pl des Entwicklers (7.4.14) in jedes Well pipettieren (eine Mehrkanalpipette oder
ein Mikrodispenser wird empfohlen) und erneut die Absorption bei 405 nm * 20 nm in einem Photometer fiir
Mikrotiter-Platten messen.

Falls die Absorptionsmesswerte aufderhalb des linearen Bereiches des Photometers liegen, kann eine weitere
Verdiinnung das Problem umgehen. Weiterhin ist es moglich, die Inkubationszeit leicht zu verkiirzen, z. B. von
1h auf 45 min.

9.2.2 Messung der Zelldichte

Abhangig vom Wachstum der Hefezellen in der Deepwell-Platte und dem linearen Messbereich des Photome-
ters fiir Mikrotiter-Platten muss eine geeignete Verdiinnung der Hefezellsuspension mit einem Gesamtvolumen
von 300 pl pro Well hergestellt werden. Der quantifizierbare Bereich des Photometers fiir Mikrotiter-Platten
kann mittels einer genauen Verdiinnungsreihe einer Hefezellsuspension und einer Auswertung des Zusam-
menhangs zwischen Verdiinnung und Zelldichte bestimmt werden.

Sofern ausreichendes Hefe-Zellwachstum und ein grofdes Zellpellet nach dem Zentrifugieren der Deep-
well-Platte vorliegen: 290l Reinstwasser in jedes Well einer 96-Well-Mikrotiter-Platte pipettieren
(Mehrkanalpipette empfohlen). Die Hefezellen in der Deepwell-Platte durch starkes Schiitteln resuspendieren
(Vortexer empfohlen). Unmittelbar danach 10 ul der Hefezellsuspension aus jedem Well der Deepwell-Platte
in die Mikrotiter-Platte iiberfiihren (Sedimentation vermeiden, Mehrkanalpipette empfohlen). Die optische
Dichte bei 630 nm + 5 nm oder alternativ bei 600 nm * 20 nm messen. Im Fall von geringem Hefezellwachstum
mit einem kleinen oder diffusen Pellet eine geringere Verdiinnung der Zellsuspension verwenden, z. B. 270 pl
Reinstwasser und 30 pl Hefezellsuspension.

Eine zweite Mikrotiter-Platte und eine weitere Verdiinnung benutzen, falls die Messwerte fiir die Zelldichte
aufderhalb des linearen Bereichs des Photometers fiir Mikrotiter-Platten liegen.
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Die finale optische Dichte fiir die Negativkontrolle und fiir die Referenzverbindung durch Multiplikation des
Verdiinnungsfaktors mit der hintergrundkorrigierten optischen Dichte bei 630 nm berechnen. Fiir die Hinter-
grundkorrektur die 0D630-Werte der Leerwerte der Negativkontrolle verwenden. Anschlief3end die mittlere
optische Dichte aus Negativkontrolle und Referenzverbindung berechnen.

BEISPIEL  Eine Verdiinnung von 30 pul Hefezellsuspension mit 270 pl Reinstwasser entspricht einem Verdiinnungsfaktor
von 10. Fiir einen OD630-Wert von 0,641 und einen Verdiinnungsfaktor von 10 ergibt sich fiir die finale OD ein Wert von
0,641x10=6,41.

9.3 Berechnungen

Fast alle Berechnungen basieren auf den Messungen der Reportergenaktivitit und der Zelldichte nach Zugabe
der Entwickler-Losung. Lediglich flir die Bestimmung von nicht enzymvermittelter Substratspaltung werden
die Messungen der Absorption bei 405 nm vor und nach Zugabe des Entwicklers herangezogen.

Eine Beispielrechnung entsprechend Abschnitt 9.3. ist in Anhang K gezeigt.

9.3.1 Hintergrundkorrektur

Die hintergrundkorrigierte Absorption Apc 405 fiir jedes Replikatj des Tests i (Probenverdiinnungen SD, Refe-
renzverdiinnungen RD, Negativkontrolle NC) entsprechend Gleichung (1) berechnen:

Agc,a05 (i) = Asos (i.f) = Baos(NC) ey
Dabei ist
Agc,405 (i,j) die hintergrundkorrigierte Absorption bei 405 nm fiir Replikat j des Tests i;
Agos (0,)) die Absorption bei 405 nm fiir Replikat j des Tests i;

B4o5(NC)  der (robuste) Mittelwert der Absorption bei 405 nm fiir die Leerwert-Replikate der Negativ-
kontrolle;

Bsos(RD)  der (robuste) Mittelwert der Absorption bei 405 nm fiir die Leerwert-Replikate der Referenz.

Die hintergrundkorrigierte Absorption Apc g3 fiir jedes Replikatj des Tests i (Probenverdiinnungen SD, Refe-
renzverdiinnungen RD, Negativkontrolle NC) entsprechend Gleichung (2) berechnen:

Agc,630 (i) = As30 (i.f) — Be3o(NC) (2)
Dabei ist
Agc,e30 (i,j) die hintergrundkorrigierte Absorption bei 630 nm fiir Replikat j des Tests i;
Ag30 (i,j)  die Absorption bei 630 nm fiir Replikat j des Tests i;

Bg30(NC)  der (robuste) Mittelwert der Absorption bei 630 nm fiir die Leerwert-Replikate der Negativ-
kontrolle;

Be30(RD)  der (robuste) Mittelwert der Absorption bei 630 nm fiir die Leerwert-Replikate der Referenz.

Sofern es keine signifikanten Unterschiede zwischen B4g5(NC) und B4gs(RD), beziehungsweise zwischen
Bg30(NC) und Bgzo(RD) gibt, kdnnen zusatzlich zu den Leerwert-Replikaten der Negativkontrolle auch die
Leerwert-Replikate der Referenz fiir die Berechnungen herangezogen werden. Die Signifikanz kann durch

Varianzanalyse (Signifikanzlevel 1 %) bestimmt werden. Zusétzlich sollten Bsg5(RD) und Bgzo(RD) nicht
mehr als 30 % von Bygs5(NC) beziehungsweise Bg39(NC) abweichen.
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9.3.2 Berechnung des relativen Wachstums

Das relative Wachstum G(i,j) fiir jedes Replikatj des Testsi (Probenverdiinnungen SD, Referenzverdiin-
nungen RD) berechnen, um Hefewachstumseffekte zu erfassen. Das relative Wachstum G (i,j) entsprechend
Gleichung (3) berechnen:

Agc,630 (0,))

G(j) = —= (3)
Apc 30 (NC)
Dabei ist
G(i,)) das relative Wachstum fiir Replikat j des Tests i;

Agce30(i,j) die hintergrundkorrigierte Absorption bei 630 nm fiir Replikat j des Tests i;

Agc,630(NC) der (robuste) Mittelwert der korrigierten Absorption bei 630 nm fiir die Replikate der Nega-
tivkontrolle;

Agc,630 (RD) der (robuste) Mittelwert der korrigierten Absorption bei 630 nm fiir die Replikate aller
Referenzverdiinnungen.

Sofern keine signifikanten Unterschiede zwischen Agc 630 (NC) und Agc,30(RD) bestehen, kdnnen zuséatzlich
zu den Absorptionswerten der Negativkontrolle auch die Absorptionswerte der Referenz einbezogen werden.
Die Signifikanz kann durch Varianzanalyse (Signifikanzlevel 1 %) bestimmt werden. Zusatzlich sollte der ver-

diinnungsspezifische Mittelwert der korrigierten Absorption der Referenz [ABC,630 (RD)] nicht mehr als 30 %

vom Mittelwert der korrigierten Absorption der Negativkontrolle [ABC,630 (NC)]abweichen.

Fiir jeden Test i sollte die relative Standardabweichung der hintergrundkorrigierten Absorption bei 630 nm
der Replikate [(ABC,630 (i,j)] <15% sein. Andernfalls konnten Probleme wiahrend der Testdurchfiihrung
aufgetreten sein. Die Ergebnisse der relativen Standardabweichung von (Apce30 (i,j) miissen in den
Untersuchungsbericht aufgenommen werden.

Weiterhin wird das relative Wachstum G (i) fiir jeden Test i (Probenverdiinnungen SD, Referenzverdiinnungen
RD) entsprechend Gleichung (4) berechnet:

G (i) = mean(G (i,))) (4)
Dabei ist
G (i,j) das relative Wachstum fiir Replikat j des Tests i;
G (i) das (mittlere) relative Wachstum fiir den Test i.
Fiir die Berechnung des Mittelwertes kann ein robustes statistisches Verfahren angewendet werden.
9.3.3 Berechnungen zur Bewertung von Proben-Leerwerten

9.3.3.1 Berechnungen zur Bewertung der Eigenfirbung der Proben und nicht enzymvermittelter
Substratspaltung

Eigenfarbung der Proben

Die relative Absorption Ap fiir Probe S entsprechend Gleichung (5) berechnen:
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B4os(S)
AD(S) e (5)
B4ps(NC)
Dabei ist
Ap die relative Absorption fiir Probe S;

Byos (S) der (robust) Mittelwert der Absorption bei 405 nm fiir die Leewert-Replikate der Probe S;

B4o5(NC) der (robuste) Mittelwert der Absorption bei 405 nm fiir die Leewert-Replikate der Negativkon-
trolle.

Sofern Ap(S) > 1,5 ist, hat die Probe eine vergleichbare Farbung wie das Produkt der Reporterenzymreaktion
und/oder es kommt zu einer nicht enzymvermittelten Substratspaltung. In diesem Fall den Korrekturfaktor
Ag fiir jede Probenverdiinnung i der Probe S entsprechend Gleichung (6) berechnen:

[Baos (9) — Bags (NO)| x P (i)

Ag (i) = 08

(6)
Dabei ist

Ag(i) der Korrekturwert fiir die Probenverdiinnung i der Probe S;

P(i) der Probenanteil an der Probenverdiinnung i.

Wenn Ap(S) < 1,5 ist, wird der Korrekturwert Ag (i) auf 0 gesetzt.

BEISPIEL ~ 250 ul Probe, 150 pl Verdiinnungswasser und 100 pl Inokulationsmedium ergeben ein Gesamtvolumen von
500 pl. Der zugehorige Volumenanteil der Probe fiir diese Probenverdiinnung ist P(i) =250/500 = 0,5.

Sofern keine signifikanten Unterschiede zwischen B4g5(NC) und Bsgs5(RD) bestehen, konnen zusatzlich
zu den Absorptionswerten der Negativkontrolle auch die Absorptionswerte der Referenz einbezogen
werden. Die Signifikanz kann durch Varianzanalyse (Signifikanzlevel 1 %) bestimmt werden. Zusatzlich sollte

B4o5(RD)nicht mehr als 30 % von B4g5(NC) abweichen.

Nicht enzymvermittelte Substratspaltung

Anhand der Messungen der Absorption bei 405 nm fiir die Leerwerte der Proben, fiir die Negativkontrolle und
fiir die Referenz vor und nach Zugabe der Entwicklerlésung (9.2.1), kann bestimmt werden, ob die Probenfar-
bung teilweise durch nicht enzymvermittelte Substratspaltung verursacht worden sein kdnnte.

Die Differenz Dg fiir jedes Replikat j des Tests i [Leerwerte der Proben (SB), der Negativkontrolle (NB), der
Referenz (RB)] entsprechend Gleichung (7) berechnen:

Dsc (i,) = Baos (i,j) — Baos before (i,/) (7)
Dabei ist
Dgc (i,)) die Differenz Dg fiir jedes Replikat j des Tests i;
Byos (i,)) die Absorption bei 405 nm fiir Replikat j des Tests i nach Zugabe des Entwicklers;

B4os before(L,j) die Absorption bei 405 nm fiir Replikat j des Tests i vor Zugabe des Entwicklers.
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Weiterhin den Mittelwert der Differenz Dg fiir jedes Replikat j des Tests i [Leerwerte der Proben (SB), der
Negativkontrolle (NB), der Referenz (RB)] entsprechend Gleichung (8) berechnen:

Dsc (i) = mean(Dsc(i,))) (8)

Eine nicht enzymvermittelte Substratspaltung findet statt, wenn die mittlere Differenz fiir die Leerwerte
der Proben [D_SC (SB)] abziiglich der mittleren Differenz fiir die Leerwerte der Negativkontrollen [D_SC (NB)]

mehr als 15% der mittleren korrigierten Absorption bei 405 nm der Negativkontrolle [A_C (NC)] [siehe
Gleichung (13) bzw. Gleichung (14)] betragt.

Alternativ Parameter a statt der korrigierten Absorption bei 405 nm der Negativkontrolle verwenden [a ist
der untere Kurvenpunkt des Vier-Parameter-Modells, der die Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der Refe-
renzverbindung und der Korrigierten Absorption beschreibt (siehe Anhang H fiir weitere Informationen)].

Sofern kein signifikanter Unterschied zwischen Dgc(NB) [Differenzen der Leerwerte fiir Negativkontrolle
(NB)] und Dg¢(RB) [Differenzen der Leerwerte flir die Referenz (RB)] besteht, kann die mittlere Differenz

Dsc(NB,RB) der Leerwerte fiir Negativkontrollen (NB) und der Leerwerte fiir die Referenz (RB) eingesetzt
werden, anstatt der alleinigen Verwendung der mittleren Differenz der Leerwerte fiir Negativkontrollen

[D_SC (NB)]. Die Signifikanz kann durch Varianzanalyse (Signifikanzlevel 1 %) bestimmt werden.

Es ist in den Untersuchungsbericht aufzunehmen, falls die Probe eine dhnliche Farbung wie das Produkt des
Reporterenzyms aufweist und/oder eine nicht enzymvermittelte Spaltung des Substrats stattfindet. Jedoch
sollte zur Kenntnis genommen werden, dass diese Effekte durch die beschriebenen Berechnungsverfahren
beriicksichtigt und korrigiert werden.

9.3.3.2 Berechnungen zur Bewertung der Probentriibung

Die relative Absorption Ar fiir Probe S entsprechend Gleichung (9) berechnen:

Bs30(S)
AF(S) = (9)
Bg30(NC)
Dabei ist
Ar die relative Absorption fiir Probe S;

Be30(S) der (robuste) Mittelwert der Absorption bei 630 nm fiir die Leerwert-Replikate der Probe S;

Be30(NC) der (robuste) Mittelwert der Absorption bei 630 nm fiir die Leerwert-Replikate der Negativ-
kontrolle.

Sofern keine signifikanten Unterschiede zwischen Bg3g(NC)und Bgzog(RD)bestehen, kann zusatzlich zur
Absorption der Negativkontrolle und die der Referenz einbezogen werden. Die Signifikanz kann durch

Varianzanalyse (Signifikanzlevel 1 %) bestimmt werden. Zuséatzlich sollte Bg39(RD)nicht mehr als 30 % von
Bgzo(NC)abweichen.

Wenn die relative Absorption Af fiir die Probe S > 3 ist, konnte die Probe triib sein. Ein Grund dafiir kann eine
relativ hohe mikrobielle Belastung der Probe sein. Andererseits konnen Partikel in der Probe vorhanden sein.
In diesem Fall kann eine (sterile) Filtration der jeweiligen Probe sinnvoll sein. Dies muss auf jeden Fall in den
Untersuchungsbericht aufgenommen werden.

9.3.4 Berechnung der Reportergeninduktion

Die korrigierte Absorption A fiir jedes Replikatj des Tests i (Probenverdiinnungen SD, Referenzverdiinnungen
RD, Negativkontrolle NC) berechnen.
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Berechnung der korrigierten Absorption fiir Probenverdiinnungen

Die korrigierte Absorption A fiir jedes Replikat j der Probenverdiinnung i und der Probe S entsprechend der
folgenden Prozedur berechnen:

Die Signifikanz (Signifikanzlevel 1 %) von Wachstumseffekten liber alle Probenverdiinnungen i fiir Probe S

unter Anwendung der hintergrundkorrigierten Absorption bei 630 nm Agc ¢30(i,j) bestimmen. Die Signifikanz
von Wachstumseffekten kann durch Varianzanalyse bestimmt werden.

Weiterhin das mittlere relative Wachstum Z fiir Probe S entsprechend Gleichung (10) berechnen:
E(S) = mean(G(i)) (10)
Dabei ist
E(S) das mittlere relative Wachstum fiir Probe S;
G(i) das mittlere relative Wachstum fiir die Probenverdiinnung i der Probe S.
Fiir die Berechnung des Mittelwertes kann ein robustes statistisches Verfahren angewendet werden.
Eine Wachstumskorrektur durchfithren, wenn:

1) essignifikante Wachstumseffekte zwischen Probenverdiinnungen von Probe S gibt und wenn das relative
Wachstum G (i) fiir die Verdiinnungsstufe mit dem niedrigsten Probenanteil = 0,85 ist;

ODER

2) es keine signifikanten Wachstumseffekte zwischen Probenverdinnungen von Probe S gibt, aber das mitt-

lere relative Wachstum G(S)statistisch signifikant > 1 ist.

Die Wachstumskorrektur durch Berechnung der korrigierten Absorption A fiir jedes Replikatj der Proben-
verdiinnung 7 und der Probe S entsprechend Gleichung (11) durchfiihren:

Agca0s (i,j) — Ag (D) — Apca05(NC)
G()

Falls keine Wachstumskorrektur notwendig ist, die korrigierte Absorption A fiir jedes Replikat j der Proben-

verdiinnung i/ und der Probe S entsprechend Gleichung (12) berechnen:

Ac (ij) = + ABc,405(NC) + B4os5(NC) (11)

Ac (L)) = Apcaos (L)) — Ag (D) + Bos(NC) (12)
Dabei ist
Ac (i,) die korrigierte Absorption fiir Replikat j der Probenverdiinnung i der Probe S;

Agc,a0s (i,j) die hintergrundkorrigierte Absorption bei 405 nm fiir Replikat j der Probenverdiinnung i
der Probe S;

Agc,405(NC) die mittlere hintergrundkorrigierte Absorption bei 405 nm der Negativkontrolle ist. Alterna-

tiv den hintergrundkorrigierten Parameter a verwenden, z. B. a - B4os(NC) [a ist der untere
Kurvenpunkt des Vier-Parameter-Modells, das die Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der
Referenzverbindung und der korrigierten Absorption beschreibt (siehe AnhangH fiir wei-
tere Informationen)];
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B4os(NC) der (robuste) Mittelwert der Leerwert-Replikate der Negativkontrolle bei 405 nm;
Ag (D) der Korrekturwert fiir die Probenverdiinnung i der Probe S;

G(i) das relative Wachstum in der Probenverdiinnung i der Probe S.

Berechnung der Kkorrigierten Absorption fiir die Verdinnungen der Referenzverbindung und der
Negativkontrolle

Die korrigierte Absorption A fiir jedes Replikat j der Verdiinnungen der Referenzverbindung i entsprechend
der folgenden Prozedur berechnen:

Die Signifikanz (Signifikanzlevel 1 %) von Wachstumseffekten iiber alle Referenzverdiinnungen i unter Anwen-
dung der hintergrundkorrigierten Absorption bei 630 nm Ag 630 (i,j) bestimmen. Die Signifikanz von Wachs-
tumseffekten kann durch Varianzanalyse bestimmt werden.

Falls es signifikante Wachstumseffekte zwischen Referenzverdiinnungen gibt und falls das relative Wachstum
fiir die 1 ng/1-Referenzverdiinnung = 0,85 ist, eine Wachstumskorrektur durchfiihren. Die korrigierte Absorp-
tion A fiir jedes Replikat j der Referenzverdiinnung i entsprechend Gleichung (13) berechnen:

BC,405 (1)) — ABc,405(NC)
G(D)

Falls keine Wachstumskorrektur notwendig ist, die korrigierte Absorption Ac fiir jedes Replikatj der Referenz-
verdiinnung i entsprechend Gleichung (14) berechnen:

+ Apc,405(NC) + B4os5(NC) (13)

U |
AC (l,]) =

Ac (i,)) = Apca0s (i.)) + Baos(NC) (14)
Dabei ist
Ac (i,) die korrigierte Absorption fiir Replikat j der Referenzverdiinnung i;

Agc,a0s (i,j) die hintergrundkorrigierte Absorption bei 405 nm fiir Replikat j der Referenzverdiinnung ;
m(NC) die mittlere hintergrundkorrigierte Absorption bei 405 nm der Negativkontrolle;

Baos(NC)  der (robuste) Mittelwert bei 405 nm der Leerwert-Replikate der Negativkontrolle;

G(i) das relative Wachstum der Referenzverdiinnung i.

Statt G(i) konnen geschitzte Wachstumskorrekturfaktoren verwendet werden, um den Einfluss von unge-
nauen Wachstumsmessungen zu reduzieren.

Die korrigierte Absorption A fiir jedes Replikat j der Negativkontrolle entsprechend Gleichung (14) berech-
nen.

Berechnung der mittleren korrigierten Absorption

AnschlieRend die mittlere korrigierte Absorption A¢ (i) fiir jeden Test i (Probenverdiinnungen SD, Referenz-
verdiinnungen RD, Negativkontrolle NC) unter Verwendung der korrigierten Absorption Ac (i,j) fiir jedes
Replikat j des Tests i berechnen. Fiir die Berechnung des Mittelwertes kann ein robustes statistisches
Verfahren angewendet werden.

Berechnung der Induktionsraten
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Die Induktionsrate  fiir den Test i (Probenverdiinnungen SD, Referenzverdiinnungen RD, Negativkontrolle NC)
entsprechend Gleichung (15) berechnen:

Ac (i
1) =A@ (15)
Ac (NC)
Dabei ist
I1(0) die Induktionsrate fiir den Test i;

Ac(i)  der (robuste) Mittelwert der korrigierten Absorption aller Replikate des Tests i;

Ac(NC) der (robuste) Mittelwert der korrigierten Absorption aller Replikate der Negativkontrolle ist.
Alternativ den Parameter a verwenden [a ist der untere Kurvenpunkt des Vier-Parameter-
Modells, das die Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der Referenzverbindung und der
Induktionsrate beschreibt (siehe AnhangH fiir weitere Informationen)].

Fiir die Modellierung der Dosis-Wirkungskurve die korrigierten Absorptionen aller Replikate der Negativkon-
trolle und der Verdiinnungen der Referenzverbindung [A¢ (i,j)]verwenden.

Fiir die Berechnung der Estradiol-Aquivalente die mittlere korrigierte Absorption A¢ (i) verwenden (weitere
Informationen siehe Anhang H. Fiir die Berechnung der niedrigsten unwirksamen Verdiinnung die mittleren
korrigierten Absorptionen Ag(i) oder die Induktionsraten I (i) verwenden (weitere Informationen siehe
Anhang]).

10 Giiltigkeitskriterien
Der gesamte Test ist giiltig, wenn:

a) der ECsq der 175-Estradiol-Dosis-Wirkungsbeziehung > 7 und < 35 ng/list (siehe Anhang H fiir zusatzliche
Informationen) (eine geeignete statistische Methode zur Berechnung des ECsy verwenden (Referenzen

[16], [17], [18]));

b) die kritische Konzentration, die derjenigen Konzentration entspricht, oberhalb derer eine estrogene Akti-
vitdit messbarist, < 8 ng/1 175-Estradiol ist; (siehe Anhang G fiir zusatzliche Informationen) (eine geeignete
statistische Methode zur Berechnung der Dosis-Wirkungskurve und zur Berechnung der kritischen Kon-
zentration fiir die Induktionsrate 1,18 verwenden (Referenzen [16], [17], [18]));

c) das Verhéltnis d/a =4 und <20 ist (sieche AnhangH fiir zusatzliche Informationen) (eine geeignete statis-
tische Methode zur Berechnung des unteren Kurvenpunktes (a) und des Kurvenplateaus (d) der Dosis-
Wirkungskurve verwenden (Referenzen [16], [17], [18]));

d) das Verhaltnis zwischen der mittleren korrigierten Absorption bei 405 nm fiir die hdchste Konzentration
des Referenzstandards (80 ng/l 175-Estradiol) und dem Kurvenplateau (d) der Dosis-Wirkungskurve
20,75 ist (eine geeignete statistische Methode zur Berechnung des Kurvenplateaus (d) der Dosis-
Wirkungskurve verwenden (Referenzen [16], [17], [18]));

e) die mittlere relative Standardabweichung (RSD) der korrigierten Absorption bei 405 nm der Replikate der
Negativkontrolle und der Referenzverdiinnungen <12 % ist (siehe Anhang H fiir zusatzliche Informatio-
nen) (eine geeignete statistische Methode zur Berechnung der Dosis-Wirkungskurve verwenden (Refe-
renzen [16], [17], [18]));

f) die mittlere OD fiir die Zelldichte der Negativkontrolle und der Referenzverdiinnungen nach 22 h Inkuba-
tion 2 1 ist.

Eine Verdlinnungsstufe einer Probe ist giiltig, wenn:
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g) das relative Wachstum der Hefezellen in dieser Verdiinnung > 0,3 und < 3,5 ist;
h) die relative Standardabweichung der korrigierten Absorption bei 405 nm der Replikate < 15 % ist.

Wenn das Kriterium (h) nicht erfiillt ist und mehr als 3 Replikate zur Verfiigung stehen, kann ein Ausreifdertest
(Grubbs-Test) durchgefiihrt werden. Wird danach das Kriterium (h) wieder nicht erfiillt, alle Replikate von der
weiteren statistischen Auswertung ausschlief3en. Alternativ kann eine statistisch robuste Berechnung dieser
Standardabweichung angewendet werden.

Normalerweise kann die Erfiillung der Kriterien (a) und (b) durch prazise Einstellung der Schiittelfrequenz
erreicht werden.

11 Bewertungskriterien

Die Testprobe zeigt eine estrogene Aktivitat, wenn die Induktionsrate als Maf} fiir die Zunahme der Reporter-
genaktivierung den kritischen Wert von 1,18 iiberschreitet [siehe Anhang G fiir eine Beschreibung der Bestim-
mung des kritischen Werts (CL)]. Zusatzlich darf die estrogene Aktivitit des Feldblindwertes, die ebenfalls in
Form der Induktionsrate gemessen wird, die kritische Grenze von 1,18 nicht iiberschreiten.

Falls die estrogene Aktivitdt des Feldblindwertes die Induktionsrate 1,18 iiberschreitet, wird die kritische
Grenze auf die Induktionsrate des Feldblindwertes gesetzt. In diesem Fall zeigt die Testprobe eine estrogene
Aktivitat, wenn die Induktionsrate der Probe die Induktionsrate des Feldblindwertes iibersteigt.

12 Untersuchungsbericht
Der Untersuchungsbericht muss mindestens folgende Angaben enthalten:

a) Angabe des verwendeten Untersuchungsverfahrens mit einer Verweisung auf dieses Dokument, d.h.
[SO 19040-2:2018);

b) Identitit der Testprobe (Herkunft und Datum der Probenahme, pH-Wert, Leitfahigkeit);

c) Referenzverbindung (chemischer Bezeichnung, Quelle, Chargennummer oder vergleichbare Daten, falls
verfligbar);

d) Lagerung der Probe und Vorbereitung der Testprobe (Lagerbedingungen (falls nicht direkt getestet), Ein-
stellung des pH-Wertes, Zentrifugation (einschliefdlich g-Zahl und Dauer), Filtration (einschliefdlich Filter-
material und Porengrofde) und andere Verdnderungen);

e) Teststamm (Stamm, Datum des Erhalts im Labor, Lagerungsbedingungen);
f) Testumgebung (Adresse des Labors, Datum des Tests);
g) Ergebnisse der Giiltigkeitskriterien und deren Einhaltung (siehe Abschnitt 10);

h) Ergebnisse fiir Plausibilitatskriterien (Triibung und mikrobielle Belastung der Probe (siehe 9.3.3.2), Pro-
benfarbung und/oder nicht enzymvermittelte Substratspaltung (siehe 9.3.3.1), fiir jede Verdiinnungsstufe
einer Probe die relative Standardabweichung der hintergrundkorrigierten Absorption bei 630 nm der
Replikate Agc 30 (i,/) (siehe 9.3.2);

i) Testergebnisse (Induktionsraten I und korrigierte Absorption A¢ fiir jede getestete Probe, qualitative
Bewertung der estrogenen Aktivitit jeder getesteten Probe (ja/nein), ggf. EEQ und LID fiir jede getestete
Probe), Angabe toxischer Wirkungen (falls vorhanden), andere Beobachtungen (z. B. Prazipitation, Kon-
tamination). Werden 17p-Estradiol-Aquivalente (EEQ-Werte) fiir die Probe oder Probenverdiinnungen
berechnet, wird ein zusatzlicher Bericht gemaf3 Anhang H empfohlen. Werden LID-Werte berechnet, wird
ein zusatzlicher Bericht gemafs Anhang] empfohlen.
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13 Verifizierung

Bevor das in diesem Dokument beschriebene Verfahren im ausfithrenden Labor routineméfiig angewendet
wird, muss zundchst das Labors seine Kompetenz beziiglich der Durchfiihrung des Verfahrens nachweisen.
Das nachfolgende Verifizierungsprotokoll beschreibt den Ablauf der Priifung und die Leistungsmerkmale zur
Beurteilung der Kompetenz des durchfithrenden Labors.

Das Verifizierungsprotokoll erfordert, dass das Verfahren mindestens zweimal unabhangig voneinander durch-
gefiihrt wird. Bei diesen Tests sollten sowohl die Referenzverbindung als auch geeignete Testproben analysiert
werden. Eine Analyse der Testproben ist nicht erforderlich, wird aber sehr empfohlen.

Die Leistungsbewertung in Bezug auf die Referenzverbindung beruht auf den Kriterien (a) bis (f) entsprechend
Abschnitt 10 dieses Dokuments. Sobald die Kriterien (a) bis (f) vom Labor erfiillt sind, ist die Kompetenz zur
Durchfiihrung des validierten Verfahrens nachgewiesen.

Die Leistungsbewertung in Bezug auf die Probe basiert auf den Kriterien (g) und (h) entsprechend Abschnitt 10
dieses Dokuments. Wenn das Kriterium (g) erfiillt ist, wird die Leistungsfahigkeit des Verfahrens beziiglich der
Probe anhand von Kriterium (h) bewertet.

Fiir die Beurteilung der Stabilitdat und Vitalitat der lyophilisierten Hefezellen anhand der Kriterien (a) bis (f)
entsprechend Abschnitt 10 dieses Dokuments sollte eine laborspezifische Qualitatsregelkarte verwendet wer-
den. Die Qualitatsregelkarte ermoglicht dem Labor, die Kriterien iiber einen langen Zeitraum zu iberwachen
und spezifische Entscheidungsgrenzen fiir die Verwendung der lyophilisierten Hefezellen zu Testzwecken fest-
zulegen.

Fiir Qualitatsregelkarten kann entweder eine Software fiir Tabellenkalkulation oder eine validierte Software
fiir hohere Anforderungen in der Qualitatssicherung verwendet werden.

Documents
30 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 19040-2:2022-09


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-19040-2-2022-09
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-19040-2-2022-09

- Entwurf -

E DIN EN ISO 19040-2:2022-09
prEN ISO 19040-2:2022 (D)

Anhang A
(informativ)

Testplattenbelegung

A.1 Allgemeines

In diesem Anhang ist das Schema einer Plattenbelegung fiir die Analyse von zwei Proben mit acht aufeinan-
derfolgenden Verdiinnungsstufen gezeigt. (siehe Tabelle A.1).

A.2 Testplattenbelegung

Tabelle A.1 — Plattenbelegung fiir die Analyse von zwei Proben mit acht aufeinanderfolgenden
Verdiinnungsstufen mit jeweils vier Replikaten

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | LeerwertS1 NC S1 (Verdiinnungsstufe 16) NC S2 (Verdiinnungsstufe 16)
B | LeerwertS1 E2,CL1 S1 (Verdiinnungsstufe 12) E2,CL1 | S2 (Verdiinnungsstufe 12)
C | Leerwert S2 E2,CL 2 S1 (Verdiinnungsstufe 8) E2,CL2 | S2 (Verdiinnungsstufe 8) FBst
D | Leerwert S2 E2,CL3 S1 (Verdiinnungsstufe 6) E2,CL3 | S2 (Verdiinnungsstufe 6)
E | Leerwert NC E2,CL 4 S1 (Verdiinnungsstufe 4) E2,CL4 | S2 (Verdinnungsstufe 4)
F | Leerwert NC E2,CL5 S1 (Verdiinnungsstufe 3) E2,CL5 | S2 (Verdinnungsstufe 3)
G | LeerwertRcy; | E2,CL6 S1 (Verdiinnungsstufe 2) E2,CL6 | S2 (Verdiinnungsstufe 2) FB sz
H | LeerwertRc7; | E2,CL7 S1 (Verdiinnungsstufe 1) E2,CL7 | S2 (Verdiinnungsstufe 1)
NC  Negativkontrolle
S1  Probel
S2  Probe 2
E2  17p-Estradiol
CL  Kalibrierlevel (Referenzverdiinnung)
LeerwertS1  Leerwert fiir Probe 1
LeerwertS2  Leerwert fiir Probe 2
Leerwert Ry 7  Leerwert fiir die Referenzverbindung, Kalibrierlevel (Referenzverdiinnung) 7
FBS1  Feldblindwert fiir Probe 1
FBS2  Feldblindwert fiir Probe 2
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Anhang B
(informativ)

Gefriertrocknung von Arxula adeninivorans-Zellen

B.1 Allgemeines

Anhang B beschreibt die Herstellung von lyophilisierten Arxula adeninivorans-Zellen.

B.2 Reagenzien

B.2.1 Glucose, 299,5 %, CgH1,0¢, Molekulargewicht 180,16 g/mol, CAS: 50-99-7.

B.2.2  Sorbitol, 298 % fiir die Biochemie, CgH140¢, Molekulargewicht 182,18 g/mol, CAS: 50-70-4.
B.2.3 Dikaliumhydrogenphosphat, > 99 %, K;HPO,4, Molekulargewicht 174,18 g/mol, CAS: 7758-11-4.
B.2.4 Agar, Kobe L

B.2.5 L-Lysin, 298,5%, Ph. Eur fiir die Biochemie, C¢H14N;0,, Molekulargewicht 146,19 g/mol,
CAS: 56-87-1.

B.2.6 Magermilchpulver Blotting Grade, CAS: 68514-61-4.

B.2.7 Saccharose (Sucrose), 2 99,5 %, p.a., C12H2011, Molekulargewicht 342,30 g/mol, CAS: 57-50-1.

B.3 Medien
B.3.1 Glucose-Losung

20 g Glucose (B.2.1) in 70 ml Reinstwasser (7.2) ldsen. Die Glucose-Losung auf 100 ml mit Reinstwasser (7.2)
auffiillen. Die Losung autoklavieren.

B.3.2 Sorbitol-Lésung

20 g Sorbitol (B.2.2) in 70 ml Reinstwasser (7.2) 16sen. Die Sorbitol-Lésung auf 100 ml mit Reinstwasser (7.2)
auffiillen. Die Losung autoklavieren.

B.3.3 PBS-Puffer

2,25 gNaCl (7.1.29), 0,435 g K,HPO4 (B.2.3) und 0,34 g KH,PO4 (7.1.7) einwiegen und in 250 ml Reinstwasser
l6sen (7.2). Den PBS-Puffer autoklavieren.

B.3.4 Kryo-Medium

45 g Sorbitol (B.2.2) und 100 g Saccharose (B.2.7) in 600 ml Reinstwasser (7.2) 16sen. 100 g Magermilchpulver
zugeben (B.2.6) und den pH-Wert mit 1 M NaOH (7.1.2) auf 7,5 einstellen. Mit Reinstwasser (7.2) auf 1 000 ml
auffiillen. Das Kryo-Medium viermal fiir 30 min mit einem Dampfsterilisator sterilisieren.

B.3.5 Lysin-Losung

1 g Lysin (B.2.5) in 100 ml Reinstwasser (7.2) l6sen. Die Lysin-Losung durch einen Sterilfilter (0,2 um, Cellulo-
seacetat oder Cellulose-Mischester) in eine sterile Glasflasche mit Schraubkappe filtrieren.
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B.3.6 Hefeminimalmedium (HMM) mit Glucose

1 ml der FeCl3-Losung (7.4.7), 1 ml der Ca(NO3),-Losung (7.4.8), 1 ml der Spurenelement-Ldsung (7.4.6) und
0,5 ml Vitaminmix (7.4.9) zu 96,5 ml der Salz-Losung (7.4.4) pipettieren. Anschliefdend 100 ml Glucose-Lésung
(B.3.1) zum vorbereiteten Mix zugeben. Das Hefeminimalmedium mit Glucose ist flinffach konzentriert.

B.3.7 Hefeminimalmedium (HMM) mit Sorbitol

1 ml der FeCl3-Losung (7.4.7), 1 ml der Ca(NO3),-Losung (7.4.8), 1 ml der Spurenelement-Losung (7.4.6) und
0,5 ml Vitaminmix (7.4.9) zu 96,5 ml der Salz-Losung (7.4.4) pipettieren. Anschlief3end 100 ml Sorbitol-Lésung
(B.3.2) zum vorbereiteten Mix zugeben. Das Hefeminimalmedium mit Sorbitol ist fiinffach konzentriert.

B.4 Kultivierung von Arxula adeninivorans auf festen Nahrboden

3 g Agar (B.2.4) in 100 ml Reinstwasser (7.2) 16sen und unter Rithren bis zum Siedepunkt erhitzten. Den Agar
autoklavieren. Den Agar auf etwa 60 °C abkiihlen lassen.

40 ml Hefeminimalmedium mit Glucose (B.3.6) mit 60 ml Reinstwasser (7.2) verdiinnen und erwdrmen. Das
erwarmte Hefeminimalmedium mit Glukose mit dem Agar vereinigen und die Losung mischen. Etwa 20 ml
des Hefeminimal-Agars in sterile Petrischalen giefden und fest werden lassen. Arxula adeninivorans-Zellen auf
Agarplatte verteilen. Die Agarplatte fiir 72 h bei 30 °C inkubieren.

B.5 Kultivierung der Start- und Hauptkultur

10 ml einfach konzentriertes Hefeminimalmedium mit Glucose (B.3.6) mit 107 auf Agarplatten kultivierten
Zellen von Arxula adeninivorans animpfen und die Startkultur bei 30 °C fiir 48 h auf einem Schiittler inkubieren.

5 ml der Startkultur zu 500 ml einfach konzentriertem Hefeminimalmedium mit Sorbitol (B.3.7) zugeben. Die
Hauptkultur in einem Erlenmeyer-Kolben bei 30 °C fiir 48 h auf einem Schiittler inkubieren.

B.6 Herstellung lyophilisierter Arxula adeninivorans-Zellen

Die Zellsuspension der Hauptkultur in Zentrifugenbehalter tiberfiihren (Behdltergewicht ermitteln) und die
Kultur bei 4 °C und 2 000 g fiir 10 min zentrifugieren. Den Uberstand verwerfen. Das Zellpellet in 30 ml PBS
waschen und in ein 50 ml Réhrchen geben. Das Réhrchen bei 4 °C und 2 000 g fiir 15 min zentrifugieren. Den
Uberstand verwerfen. Das Gewicht des Zellpellets bestimmen.

10 ml Lysinlésung (B.3.5) zu 100 ml Kryo-Medium zugeben und das Pellet in dieser Mischung resuspendieren
(5 ml fiir 1 g Bio-Feuchtmasse verwenden). Die Mischung 10 min bei 4 °C abkiihlen. 200 pl-Aliquote der gekiihl-
ten Zellen in Lyophilisierungsflaschchen fiillen und diese bei =80 °C einfrieren. Den Lyophilisator vorkiihlen
und die Fldschchen mit den gefrorenen Zellen auf die Stellfliche stellen. Das Programm mit den folgenden Lyo-
philisierungsparametern starten: Eiskondensator: —80 °C; Haupttrocknung: Druck: 0,05 mbar; Temperatur der
Stellflache 10 °C; Sicherheitsdruck 0,1 mbar; 6 h bis 12 h Trocknungsprozess.
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- Entwurf -

E DIN EN ISO 19040-2:2022-09
prEN ISO 19040-2:2022 (D)

Anhang C
(informativ)

Schema des Testprinzips

Anhang C zeigt das Testprinzip des Arxula adeninivorans Yeast Estrogen Screen (siehe Bild C.1).

2 2 3 \\\\
060 Q*ﬁ\\
- \
3 2Ma //)’
ZOO/ GEA ERE+PyK//

Legende

1 Endokriner Disruptor

2 humaner Estrogenrezeptor alpha
3 Polymerase

4 Phytase

5 4-Nitrophenylphosphat

6 4-Nitrophenol + Phosphat

Bild C.1 — Schema des Testprinzips in Arxula adeninivorans

Das (Xeno)-Estrogen (estrogener Disruptor) diffundiert in die Arxula adeninivorans Zelle. Der humane Estro-
genrezeptor (hERa) wird heterolog exprimiert [das entsprechende Gen steht unter der Kontrolle eines konsti-
tutiven Promotors (TEF)]. Das Estrogenrezeptorgen-Konstrukt ist in das Genom von Arxula adeninivorans inte-
griert. Der estrogene Disruptor bindet an den Estrogenrezeptor und fithrt zu einer Dimerisierung von hERa.
Durch Rezeptorbindung und Dimerisierung wird ein Kernlokalisierungssignal exponiert und das Dimer in den
Zellkern transportiert. Das Rezeptordimer bindet und aktiviert einen Promotor, der ein estrogen responsives
Element (ERE) enthalt. Das Reportergenkonstrukt ist in das Genom von Arxula adeninivorans integriert. Die
Expression des Reportergens ist proportional zur Aktivierung des hERa durch den estrogenen Disruptor. Der
Reporter Phytase wird in die extrazelluldre Matrix abgegeben und spaltet 4-Nitrophenylphosphat in 4-Nitro-
phenol und Phosphat. 4-Nitrophenol kann photometrisch gemessen werden.
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