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Pielikums (2. dala no 2)

B.71. ADAS IN VITRO SENSIBILIZACIJAS TESTI, KUROS APSKATITS ADAS
SENSIBILIZACIJAS NELABVELIGA IZNAKUMA CELA (40P) ATSLEGNOTIKUMS
“DENDRITISKO SUNU AKTIVACIJA”

VISPARIGS IEVADS

TesteSanas metode, kuras pamata ir atslegnotikums “dendritisko Stinu aktivacija”

1.

Adas sensibilizators ir viela, kas, nonakot saskaré ar adu, izraisa alergisku atbildreakciju,
atbilstoSi definicijai, kas dota Apvienoto Naciju Organizacijas (ANO) Kimikaliju
klasificéSanas un mark&Sanas globali harmonizétaja sisttma (GHS) (1) un Eiropas
Savienibas (ES) Regula Nr. 1272/2008 par vielu un maisijumu klasific€Sanu, markéSanu un
iepakosanu (CLP regula)'. Par to, kadi biologiskie atslégnotikumi ir adas sensibilizacijas
pamata, ir visparéja vienpratiba. Pasreizgjas zinaSanas par kimiskajiem un biologiskajiem
mehanismiem, kas saistiti ar adas sensibilizaciju, ir apkopotas, ESAO [OECD] AOP
programmas ietvaros izveidojot nelabvéliga iznakuma celu (Adverse Outcome Pathway,
AOP) (2) no molekulara iniciacijas notikuma un starpposma notikumiem Ilidz
nelabvéligajai ietekmei, proti, alergiskam kontaktdermatitam. Saja gadijuma molekularais
iniciacijas notikums (proti, pirmais atslégnotikums) ir elektrofilu vielu kovalenta
saistiSanas ar nukleofilajiem centriem adas proteinos. Otrais atslégnotikums Saja AOP
notiek keratinocitos un ietver iekaisuma atbildreakcijas, ka arT izmainas génu ekspresija,
kas asocietas ar konkr€tiem S$iinu signalceliem, piem., no antioksidanta/elektrofila
atbildreakcijas elementa (4ARE) atkarigiem celiem. TreSais atsleégnotikums ir dendritisko
sanu (DS) aktivacija, ko parasti novérté péc ekspresétajiem specifiskajiem §tnu virsmas
markieriem, hemokiniem un citokiniem. Ceturtais atslégnotikums ir T $iinu aktivacija un
savairoSanas, ko netieSi noverteé apakSdzimtas Murinae grauz&ju limfmezglu lokalas
stimulacijas testa (LLNA) (3).

ST testé$anas metode (TM) ir ekvivalenta ESAO testeSanas vadlinijai (7G) Nr. 442E
(2017). Ta apraksta in vitro testus, kuros apskatiti mehanismi, kas aprakstiti pie adas
sensibilizacijas AOP dendritisko §inu aktivacijas atslégnotikuma (2). ST TM ietver testus,

! Eiropas Parlamenta un Padomes 2008. gada 16. decembra Regula (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisijumu
klasific€Sanu, mark&Sanu un iepakosanu un ar ko groza un atcel Direktivas 67/548/EEK un 1999/45/EK un groza
Regulu (EK) Nr. 1907/2006 (OV L 353/1, 31.12.2008.).
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kas palidz adas sensibilizatorus noskirt no adas nesensibilizatoriem saskana ar ANO GHS
un CLP regulu.

Saja TM aprakstiti $adi testi:
- cilvéka stinu Iinijas aktivacijas tests (h-CLAT);
- U937 stinu linijas aktivacijas tests (U-SENS™);
- interleikina-8 reportiergéna tests (tests /L-8 Luc).

3. Saja testeSanas metodé ieklautie testi no attiecigas ESAO TG testiem var atikirties ar datu
ieguves procediiru un méritajiem radijumiem, tome&r tam, lai izpilditu valstu prasibas péc
adas sensibilizacijas AOP dendritisko Stnu aktivacijas atslégnotikuma testa rezultatiem,
vienlaikus izmantojot ESAO datu savstarpjo atziSanu, Sos testus var izmantot bez
iz8kiribas.

Atslegnotikuma balstitaja testeSanas metode ieklauto testu konteksts un principi

4. Lidz $im adas sensibilizacijas novertéSanai parasti izmantoti laboratorijas dzivnieki. Ar
klasiskam metodém, kuras izmanto jurasciicinas, — Magnusona—Kligmana [Magnusson—
Kligman] maksimalizacijas testu ar jurasciicinam (Guinea Pig Maximisation Test, GPMT)
un Bilera [Buehler] testu (TM B.6) (4) — tiek pétita gan adas sensibilizacijas induc€Sanas
faze, gan tas izsaukSanas faze. PiekriSanu ir guvusi arm apakSdzimtas Murinae grauzeju
testi, LLNA (TM B.42) (3) un ta divas bezradiacijas modifikacijas, LLNA: DA (TM B.50)
(5) un LLNA: BrdU-ELISA (TM B.51) (6), kuros visos tiek novertéta vienigi indukcijas
atbildreakcija, jo Sie testi dzivnieku labklajibas un objektiva adas sensibilizacijas
inducéSanas fazes mérijuma zina ir paraki par testiem ar jiirasclicinam.

5. Pedgja laika kimikaliju adas sensibilizacijas briesmu potenciala izvertéSanas vajadzibam
pienemtas mehanistiskas in chemico un in vitro testéSanas metodes, kuras apskatits adas
sensibilizacijas AOP pirmais atslégnotikums (TM B.59; tieSais peptidreagétsp&jas tests —
Direct Peptide Reactivity Assay (7)) un otrais atslégnotikums (TM B.60; ARE-Nrf2
luciferazes test€Sanas metode (8)).

6. Saja testéSanas metodé aprakstitie testi kvantificé vai nu izmainas tadu $Gnu virsmas
markieru ekspresija, kas asociéti ar monocitu un DS aktivaciju péc ekspozicijas
sensibilizatoriem (piem., CD54, CDS86), vai izmainas IL-8 (ar DS aktivaciju asociéta
citokina) ekspresija. Ir zinas, ka adas sensibilizatori inducé S§tinu membranu markieru
(piem., CD40, CD54, CD80, CD83 un CDS86) ekspresiju, lidztekus inducgjot ari
proinflamatoros citokinus (piem., IL-1p un TNF-a) un vairakus hemokinus, tostarp IL-8
(CXCL8) un CCL3 (9) (10) (11) (12), kas asoci&ti ar DS aktivaciju (2).
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7. Tomér, ta ka DS aktivacija ir tikai viens no adas sensibilizacijas AOP (2) (13)
atslégnotikumiem, informacija, kas iegita testos, kuros tick mériti tikai DS aktivacijas
markieri vien, var nebiit pietickama, lai varétu izdarit secinajumus par kimikaliju adas
sensibilizacijas potenciala esibu vai neesibu. Tapéc tiek ierosinats Saja test€Sanas metode
aprakstito testu datus izmantot par paliglidzekli adas sensibilizatoru (piem., UN GHS /
CLP 1. kategorijas sensibilizatoru) noskirSana no nesensibilizatoriem integréta testéSanas
un novértésanas pieeja (IATA) kopa ar citu relevantu papildinformaciju, piem., informaciju,
kas iegtta in vitro testos, kuros apskatiti citi adas sensibilizacijas AOP atslégnotikumi, ka
arl ar metodém, kuras neietver testéSanu un kuras p&c analogijas principa (“aplikot
lidzigu”) tiek izmantota informacija par kimiskajiem analogiem (13). Ir publicéti (13)
pieméri, ka Sajos testos ieglitos datus var izmantot definétas pieejas, t. i., pieejas, kuras
standartiz€ta gan izmantoto informacijas avotu kopa, gan procedira, kada no datiem iegust
prognozes, un tos var izmantot ka lietderigus /ATA elementus.

8. Saja testéSanas metodé aprakstitos testus vienus paSus nevar izmantot ne adas
sensibilizatoru klasificeéSanai ANO GHS / CLP apakskategorijas 1.A un 1.B (iestadém,
kuras izmanto §1s divas neobligatas apakskategorijas), ne potences prognozesanai droSuma
novértgjuma I€émumu vajadzibam. Tomeér atkariba no tiesiska regul§juma pozitivus
rezultatus, kas iegiiti ar STm metodém, var izmantot kimikalijas klasificéSanai ANO GHS /
CLP 1. kategorija ar vienus pasus.

9. Terminu “test€§jama kimikalija” $aja test€Sanas metodé izmanto, lai apzZimétu to, kas tiek
testéts!, un tas nav saistits ar testu izmantojamibu vienkomponenta vielu,
daudzkomponentu vielu un/vai maisijumu testé€Sana. Informacija par testu izmantojamibu
daudzkomponentu vielu / maisijumu testeéSanai paslaik ir ierobezota (14) (15). Tomer Sie
testi ir tehniski izmantojami daudzkomponentu vielu un maisijumu testéSanai. Tacu, pirms
So test€Sanas metodi izmantot maisijuma test€Sanai noluka iegtt datus kadam normativam
mérkim, jaapsver, vai un kadé| ta varétu sniegt minétajam mérkim piemérotus rezultatus>.
Ja pastav normativa prasiba maisijjumu testét, tada apsverSana nav vajadziga. Turklat,
testg§jot daudzkomponentu vielas vai maisjjumus, jaapsver iesp&jama ietekme, ko uz
noverotajam atbildreakcijam varétu atstat citotoksiskie komponenti.

' 2013. gada jiinija ESAO kopigaja sanaksmé vienojas jaunajas un atjauninatajas ESAO testeSanas vadlinijas,

kur iespgjams, testa objekta apzimeésanai konsekventak lietot apzZim&umu “test€jama kimikalija”.

2 Sis teikums tika ierosinats un par to tika panakta vienosanas WNT 2014. gada aprila sanaksmé.

440



D060575/02

441



D060575/02

LITERATURA

(1) United Nations UN (2015). Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals (GHS). Sixth revised edition. New York &
Geneva: United Nations Publications. ISBN: 978-92-1-117006-1. Available
at: https://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs rev06/06files e.html.

(2) OECD (2012). The Adverse Outcome Pathway for Skin Sensitisation
Initiated by Covalent Binding to Proteins. Part 1: Scientific Evidence. Series
on  Testing and  Assessment  No. 168.  Available  at:

http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/?cote=E
NV/IM/MONO(2012)10/PART1&docLanguage=En.

(3) Sa pielikuma B.42.nodala. Limfmezglu lokalas stimulacijas tests. Sa
pielikuma B.6. nodala. Adas sensibilizacija.

(4) Sa pielikuma B.50.nodala. Adas sensibilizacija: limfmezglu lokalas
stimulacijas tests: DA.

(5) Sa pielikuma B.51.nodala. Adas sensibilizacija: limfmezglu lokalas
stimulacijas tests: BrdU-ELISA.

(6) Sa pielikuma B.59.nodala. In chemico adas sensibilizacija: tieSais
peptidreagétspéjas tests (DPRA).

(7) Sa pielikuma B.60.nodala. Adas in vitro sensibilizacija: ARE-Nrf2
luciferazes testéSanas metode.

(8) Steinman RM. (1991). The dendritic cell system and its role in
immunogenicity. Annu Rev Immunol 9:271-96.

(9) Caux C, Vanbervliet B, Massacrier C, Azuma M, Okumura K, Lanier LL,
and Banchereau J. (1994). B70/B7-2 is identical to CD86 and is the major
functional ligand for CD28 expressed on human dendritic cells. J Exp Med
180:1841-7.

(10) Aiba S, Terunuma A, Manome H, and Tagami H. (1997). Dendritic cells
differently respond to haptens and irritants by their production of cytokines
and expression of co-stimulatory molecules. Eur J Immunol 27:3031-8.

(11) Aiba S, Manome H, Nakagawa S, Mollah ZU, Mizuashi M, Ohtani T,
Yoshino Y, and Tagami. H. (2003). p38 mitogen-activated protein kinase
and extracellular signal-regulated kinases play distinct roles in the activation
of dendritic cells by two representative haptens, NiCI2 and DNCB. J Invest
Dermatol 120:390-8.

442



D060575/02

(12) OECD (2016). Series on Testing & Assessment No 256: Guidance
Document On The Reporting Of Defined Approaches And Individual
Information Sources To Be Used Within Integrated Approaches To Testing
And Assessment (IATA) For Skin Sensitisation, Annex 1 and Annex 2.
ENV/IM/HA(2016)29. Organisation for Economic Cooperation and
Development, Paris. Available at:
https://community.oecd.org/community/iatass.

(13) Ashikaga T, Sakaguchi H, Sono S, Kosaka N, Ishikawa M, Nukada Y,
Miyazawa M, Ito Y, NishiyamaN, Itagaki H. (2010). A comparative
evaluation of in vitro skin sensitisation tests: the human cell-line activation
test (h-CLAT) versus the local lymph node assay (LLNA). Altern. Lab.
Anim. 38, 275-284.

(14) Piroird, C., Ovigne, J.M., Rousset, F., Martinozzi-Teissier, S., Gomes, C.,
Cotovio, J., Alépée, N. (2015). The Myeloid U937 Skin Sensitization Test
(U-SENS) addresses the activation of dendritic cell event in the adverse
outcome pathway for skin sensitization. Toxicol. In Vitro 29, 901-916.

443



D060575/02

1. papildinajums

ADAS IN VITRO SENSIBILIZACIJA: CILVEKA SUNU LINIJAS AKTIVACIJAS TESTS
(H-CLAT)

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

1.

h-CLAT kvantificeé izmainas tadu Siinu virsmas markieru ekspresija, kas asociéti ar
monocitu un dendritisko §anu (DS) aktivaciju (konkrétak, CD86 un CD54), cilvéka
monocitiskas leikémijas Stnu Inija THP-1 péc ekspozicijas sensibilizatoriem (1) (2).
Izmeritos CD86 un CD54 Siinu virsmas markieru ekspresijas [imenus p&c tam izmanto par
paliglidzekli adas sensibilizatoru noSkir§ana no nesensibilizatoriem.

. h-CLAT ir izvertets validacijas pétijuma, ko koordingja Eiropas Savienibas References

laboratorija dzivniektestéSanas alternativu joma (EURL ECVAM), un péc tam to neatkarigi
profesionalizvertejusi EURL ECVAM Zinatniska konsultativa komiteja (ESAC). Nemot
vera visus pieejamos pieradijumus un regulatoru un ieinteres€to personu sniegtas zinas,
EURL ECVAM ir ieteikusi (3) h-CLAT izmantot IATA ietvaros par paliglidzekli, kas palidz
adas sensibilizatorus noskirt no nesensibilizatoriem apdraud@umu klasificeSanas un
markeSanas vajadzibam. Pieméri, ka h-CLAT dati izmantoti kombinacija ar citu
informaciju, ir pieejami literatiira (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11).

Ir pieradits, ka h-CLAT ir parnesams uz laboratorijam, kam ir pieredze ar pan€mieniem,
kuros izmanto Stinu kultiiras, un ar pliismcitometrisko analizi. Prognozu reproduc€jamibas
Itmenis, kas sagaidams no §a testa, ir aptuveni 80 % gan taja pasa laboratorija, gan citas
laboratorijas (3) (12). Validacijas pétijuma rezultati (13) un citi publicétie petijumi (14)
kopuma liecina, ka salidzinajuma ar LLNA rezultatiem 8§a testa pareiziba adas
sensibilizatoru (t. i., ANO GHS / CLP 1. kat.) noskir§ana no nesensibilizatoriem ir 85 %
(N=142) ar jutibu 93 % (94/101) un specifiskumu 66 % (27/41) (balstoties uz EURL
ECVAM veikto atkartoto analizi (12), kura nemti véra visi 11dzSin€jie dati un nenemot véra
negativos rezultatus ar kimikalijam, kuru Log Kow ir lielaks par 3,5, ka aprakstits
4. punkta). Testa h-CLAT pseidonegativas prognozes, visticamak, skars kimikalijas, kuram
noverojama zema lidz vid€ja adas sensibilizacijas potence (t.i., ANO GHS/ CLP
1.B apakskategorija), nevis kimikalijas, kuram noveérojama augsta adas sensibilizacijas
potence (t. 1., ANO GHS / CLP 1.A apakSkategorija) (4) (13) (15). Visa §1 informacija
kopa norada uz to, ka metode h-CLAT var palidzet identificét apdraud&umus, kas izraisa
adas sensibilizaciju. Tomér pareizibas veértibas, kas Seit sniegtas attieciba uz h-CLAT ka
atseviSku testu, ir tikai orient€josas, jo Sis tests jaskata kombinacija ar citiem informacijas
avotiem [ATA kontekstd un saskana ar vispariga ievada 7. un 8. punkta noteikumiem.
Turklat, izvertejot adas sensibilizacijas noveértéSanas metodes, kuras neizmanto dzivniekus,
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janem véra, ka LLNA tests, tapat ka citi testi ar dzivniekiem, var nepilnigi atspogulot
situaciju cilvéka gadijuma.

4. Balstoties uz paslaik pieejamajiem datiem, ir pieradits, ka metodi 4#-CLAT var izmantot
test§jamam kimikalijam, kuru sakara aktualas ir dazadas organiskas funkcionalas grupas,
atbildreakcijas mehanismi, adas sensibilizacijas potence (kas noteikta in vivo petijjumos) un
fizikalktmiskas 1pasibas (3) (14) (15). Metode h-CLAT ir izmantojama test€jamajam
kimikalijam, kuras $kist vai stabili disperggjas (t. i., koloids vai suspensija, kura testgjama
kimikalija nenosézas vai no S$kidinataja/nes€ja neatdalas atseviSkas fazes) piemeérota
Skidinataja/nesg€ja (sk. 14. punktu). Testejamajam kimikalijam, kuru Log Kow parsniedz
3,5, ir tendence dot pseidonegativus rezultatus (14). Tapéc nevajadz€tu nemt véra
negativus rezultatus testos ar test€§jamajam kimikalijam, kuru Log Kow parsniedz 3,5.
Tomér pozitivus rezultatus, kas iegiiti testos ar test€jamajam kimikalijam, kuru Log Kow
parsniedz 3,5, tik un ta var izmantot par paliglidzekli test€§jamas kimikalijas atziSanai par
adas sensibilizatoru. Turklat izmantotas $iinu linijas ierobezotas metaboliskas sp&jas (16)
un eksperimenta apstaklu dél negativus rezultatus testa A-CLAT var dot art prohapténi (t. i.,
vielas, kuram nepiecieSama fermentativa aktivacija, piem., ar P450 fermentiem) un
prehapténi (t. i., vielas, kuras aktiviz&jas oksidgjoties), jo 1pasi tad, ja oksidacija norit 1€ni
(15). Ar h-CLAT var vertet fluorescjoSas test€jamas kimikalijas (17), tomeér loti
fluorescgjosas test€jamas kimikalijas, kuru starojuma vilpa garums ir tads pats ka
fluoresceina izotiocianatam (FITC) vai propidija jodidam (PI), traucé detekt€Sanu ar
plismas citometriju, tapéc ar FITC konjugétam antivielam vai PI tas nevar izvertét pareizi.
Tada gadijjuma var izmantot ar citiem fluorohromiem marké&tas antivielas vai citus
citotoksiskuma markierus, ja vien, testgjot 1.2. papildindjuma noraditas standartvielas, var
pieradit, ka tie dod Iidzigus rezultatus ka ar FITC markéetas antivielas (sk. 24. punktu) vai
PI (sk. 18. punktu). Nemot véra iepriek§ minéto, negativie rezultati jainterpreté noteikto
ierobezojumu konteksta un kopa ar citiem informacijas avotiem /474 satvara. Gadijumos,
kad ir liecibas, ka metode h-CLAT nav izmantojama v€l citu konkrétu kategoriju
test€jamajam kimikalijam, to attiecigo kategoriju kimikalijam neizmanto.

5. Ka noradits iepriekS, metode h-CLAT palidz adas sensibilizatorus noskirt no adas
nesensibilizatoriem. Izmantojot integrétu pieeju, piem., /4TA, ta var palidzet arT novertét
sensibilizacijas potenci (4) (5) (9). Tomer, lai noteiktu, ka h-CLAT rezultati varétu palidzet
novertet potenci, jaiegulda papildu darbs, kura pamata vélams bt datiem par cilveéku.

6. Definicijas ir sniegtas 1.1. papildinajuma.

TESTA PRINCIPS

7. Metode h-CLAT ir in vitro tests, kas kvantificé izmainas §tinu virsmas markieru (piem.,
CD86 un CD54) ekspresija cilveka monocitiskas leikémijas $tinu linija THP-1 24 stundas
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péc ekspozicijas testéjamajai kimikalijai. STs virsmas molekulas ir tipiski THP-1 monocitu
aktivacijas markieri un var imitét DS aktivaciju, kam ir izskiriga funkcija T $linu
praiminga (aktivacija). [zmainas virsmas markieru ekspresija méra ar pliismas citometriju
pec Stnu iekrasoSanas ar antivielam, kas markétas ar fluorohromiem. Paraléli izdara ari
citotoksiskuma meérjjumu, lai noteiktu, vai virsmas markieru ekspresijas aktivacija ir
noverojama ari pie subcitotoksiskam koncentracijam. Lai biitu vieglak sensibilizatorus
noskirt no nesensibilizatoriem, aprékina un prognozes modeli (sk. 26. punktu) izmanto
virsmas markieru relativo fluorescences intensitati salidzinajuma ar Skidinataja/nesgja
kontroles fluorescences intensitati.

KOMPETENCES PIERADISANA

8.

Pirms $aja testéSanas metodes B.71 papildinajuma aprakstita testa regularas izmantoSanas
laboratorijam japierada sava tehniska kompetence, izmantojot 1.2. papildinajuma
uzskaititas 10 standartvielas. Testa lietotajiem turklat jauztur vesturiska datubaze ar
datiem, kas ieguti reag€tsp&jas parbaudés (sk. 11.punktu) un ar pozitivajam un
Skidinataja/nes€ja kontrolém (sk. 20.—22. punktu), un ar So datu palidzibu japarliecinas, ka
testa reproducgjamiba konkré&taja laboratorija laika gaita saglabajas tada pati.

PROCEDURA

9.

Sis tests ir balstits uz h-CLAT dzivniekeksperimentiem alternativu metozu datubazes
pakalpojuma (DB-ALM) protokolu Nr. 158 (18), kas ir EURL ECVAM Xkoordinétaja
validacijas pé€tjjuma izmantotais protokols. Metodi #-CLAT ievieSot un izmantojot
laboratorija, ieteicams lietot So protokolu. Talak sniegts galveno h-CLAT metodes
komponentu un procediiru apraksts; metodei A-CLAT ir divas dalas: devas noteiksanas
tests un CD86/CD54 ekspresijas meérijums.

Siinu sagatavoSana

10. Metodei h-CLAT izmanto cilvéka monocitiskas leikémijas §tinu Iiniju THP-1. Sinas (TIB-

11.

202™) ir ieteicams sagadat no kvalific€tas Siinu bankas, piem., Amerikas tipveida kultiiru
kolekcijas.

THP-1 $tnas kultivé 37 °C pie 5 % CO», mitrinata atmosfera, RPMI-1640 barotng, kas
papildinata ar 10 % liellopu embriju seruma jeb govju fetala seruma (FBS), 0,05 mM 2-
merkaptoetanola, 100 vien./ml penicilina un 100 pg/ml streptomicina. No penicilina un
streptomicina izmantoSanas kultiiras barotné ir iesp&jams izvairities. Tomer tada gadijuma
lietotajiem japarliecinds, ka antibiotiku neesiba kultliras barotné neietekmé& rezultatus,
piem., veicot testu ar 1.2. papildinajuma uzskaititajam standartvielam. Jebkura gadijuma,
lai minimalizétu kontaminacijas risku, neatkarigi no ta, vai Stinu kultiras barotné ir
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antibiotikas vai to nav, jaievéro laba Stnu kultivéSanas prakse. THP-1 Siinas parasti uzsgj
reizi 2-3 dienas blivuma 0,1 Iidz 0,2 x 10° §Ginas/ml. To blivums jauztur diapazona no 0,1
lidz 1,0 x 10° inas/ml. Pirms §{inu izmantoSanas teste$anai tas jakvalificé, parbaudot to
reagétspéju. Stnu reagdtspéja japarbauda, izmantojot pozitivas kontroles, 2.4-
dinitrohlorbenzolu (DNHB) (CAS Nr. 97-00-7, > 99 % tiriba) un nikela sulfatu (NiSOs)
(CAS Nr. 10101-97-0, > 99 % tiriba), un negativo kontroli, pienskabi (PS) (CAS Nr. 50-21-
5, > 85 % tiriba), divas ned€las pec atkauséSanas. Gan DNHB, gan NiSO4 biitu jaizraisa
pozitiva atbildreakcija attieciba uz abiem $iinu virsmas markieriem — CD86 un CD54 —,
un PS biitu attieciba uz tiem abiem jaizraisa negativa atbildreakcija. Testam izmanto tikai
$tnas, kas reagétspéjas parbaudi izturéjusas. Sanas var pavairot 1idz diviem ménesiem péc
atkauséSanas. Pasazu skaitam nevajadzétu parsniegt 30. Reagétsp&jas parbaude veicama
saskana ar 20.—24. punkta aprakstitajam procediiram.

12. TesteSanas vajadzibam THP-1 §iinas uzs&j vai nu blivuma 0,1 x 10° §@inas/ml, vai 0,2 x 10°
Stnas/ml un kultivéSanas kolbas priekskultivé attiecigi 72 vai 48 stundas. Ir svarigi, lai
Stinu blivums kultivéSanas kolba tiesi péc priekskultivéSanas perioda visos eksperimentos
bitu iesp&jami lidzigs (izmantojot vienu vai abus iepriek§ min&tos prieksSkultiveéSanas
nosacijumus), jo stnu blivums kultivéSanas kolba tiesi pec priekskultivéSanas var ietekmét
alergénu inducéto CD86/CD54 ekspresiju (19). No kultiveéSanas kolbas ievaktas Siinas
testéSanas diend resuspendé svaiga kultiiras barotné blivuma 2 x 10° §iinas/ml. Tad $iinas
sadala vai nu 24 iedobju plakandibena platg, izmantojot 500 ul (1 x 10° §@inas uz iedobi),
vai 96 iedobju plakandibena platg, izmantojot 80 ul (1,6 x 10° §iinas uz iedobi).

Devas noteikSanas tests

13. Lai noteiktu CV7s, kas ir test§jamas kimikalijas koncentracija, pie kuras $tinu dzivotsp&ja
salidzinajuma ar to dzivotsp&ju Skidinataja/nes€ja kontrole ir 75 %, veic devas noteiksanas
testu. CV7s izmanto tam, lai noteiktu test€§jamo kimikaliju koncentraciju CD86/CD54
ekspresijas mérijjumam (sk. 20.—24. punktu).

Testejamo kimikaliju un kontroles vielu sagatavosana

14. Testejamas kimikalijas un kontroles vielas sagatavo testéSanas diena. Izmantojot metodi 4-
CLAT, testejamas kimikalijas izS§kidina vai stabili dispergg (sk. arT 4. punktu) fiziologiskaja
Skiduma vai barotn€, kas ir pirmais Skidinataja/nes€ja variants, vai dimetilsulfoksida
(DMSO, =99 % tiriba), kas ir otrais Skidinataja/nes€ja variants, ja testejama kimikalija
pirmajos divos Skidinatajos/nes€jos neSkist vai neveido stabilu dispersiju, 1idz galigajai
koncentracijai 100 mg/ml (fiziologiskaja skiduma vai barotn€) vai 500 mg/ml (DMSO). Ja
tam ir sniegts pietiekams zinatniskais pamatojums, var izmantot citus $kidinatajus/nes€jus.
Janem vera test€jamas kimikalijas stabilitate galigaja Skidinataja/neségja.
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15. Testejamo kimikaliju izejskidumus, kas ir 100 mg/ml (fiziologiskaja §kiduma vai barotng)
vai 500 mg/ml (DMSO), atskaida sadi:

- ja Skidinatajs/nesgjs ir fiziologiskais Skidums vai barotne: sagatavo astonus izejSkidumus
(astonas koncentracijas), ar attiecigo Skidinataju/nes€ju izdarot s€rijveida atSkaidijumus ar
atskaidfjuma koeficientu 2. Sos izejskidumus tad v&l atskaida kultiiras barotng, izmantojot
atSkaidijuma koeficientu 50 (ta iegustot darba Skidumus). Ja plates augstaka galiga
koncentracija 1000 pg/ml nav toksiska, maksimala koncentracija ar jaunu citotoksiskuma
testu janosaka vélreiz. Ja testéjama kimikalija fiziologiskaja §kiduma vai barotné izskidusi
vai stabili disperggéta, galigajai koncentracijai platé nevajadzétu parsniegt 5000 pg/ml;

- ja skidinatajs/nes€js ir DMSO: sagatavo astonus izejSkidumus (astonas koncentracijas), ar
attiecigo Skidinataju/nes€ju izdarot s€rijveida atSkaidijumus ar atSkaidijuma koeficientu 2.
Sos izejskidumus tad vél atskaida kultiiras barotng, izmantojot atskaidijuma koeficientu
250 (ta iegustot darba Skidumus). Galigd koncentracija plat€ nedrikst parsniegt
1000 pg/ml, pat ja $T koncentracija nav toksiska.

Visbeidzot darba skidumus izmanto ekspozicijai, THP-1 Stnu suspensijai platé pievienojot
tadu pasu tilpumdaudzumu darba Skiduma (sk. 17.punktu), ta iegiistot veél vienu
atSkaidijumu ar atSkaidijuma koeficientu 2 (galigais koncentraciju diapazons platé parasti ir
7,81-1000 pg/ml).

16. h-CLAT par skidinataja/nes€ja kontroli izmanto kultiiras barotni (test§jamajam

-----

-----

dispergétas DMSO), ko platé testé viena galigaja koncentracija — 0,2 %. To atSkaida
tapat, ka saskana ar 15. punktu atSkaida darba Skidumus.

Testejamo kimikaliju un kontroles vielu aplicésana
17.15. un 16. punkta aprakstito kulturas barotni vai darba Skidumus attieciba 1:1 (tilp./tilp.)
samaisa ar 24 iedobju vai 96 iedobju plakandibena platé sagatavotajam $iinu suspensijam
(sk. 12. punktu). Tad apstradatas plates 244+0,5 stundas inkubeé 37 °C temperatiira pie 5 %
COs. Jaizvairas no gaistoSu test€jamo kimikaliju iztvaikoSanas un test€jamo kimikaliju
krusteniskas starpiedobju kontaminacijas, piem., pirms inkub&Sanas ar test§jamajam
kimikalijam plati noslédzot (20).

lekrasosana ar propidija jodidu (Pl)
18. Péc 24+0,5 ekspozicijas stundam Stinas parliek paraugu stobrinos un ievac centrifuggjot.
Supernatantus nolej un atlikusas Siinas resuspende 200 pl (96 iedobju plates gadijuma) vai
600 ul (24 iedobju plates gadijuma) fosfatu fiziologiska buferskiduma, kas satur 0,1 %
liellopu seruma albumina (iekrasoSanas buferskidums). 200 pl Stinu suspensijas parnes uz
96 iedobju apaldibena plati (ja paraugi ir no 96 iedobju plates) vai mikrostobrinu (ja
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paraugi ir no 24 iedobju plates) un divreiz noskalo ar 200 pl (96 iedobju plates gadijuma)
vai 600 pl (24 iedobju plates gadijuma) iekrasosanas buferSkiduma. Visbeidzot S$iinas
resuspend€ iekrasosanas buferSkiduma (piem., 400 ul), kam pievieno PI skidumu (piem.,
20 ul; galiga PI koncentracija var bit, piem., 0,625 pg/ml). Citus citotoksiskuma
markierus, piem., 7-aminoaktinomicinu D (7-AAD), tripanzilo vai tml., var izmantot tad, ja

iesp&jams pieradit, ka alternativie iekrasotaji dod lidzigus rezultatus ka PI, piem., veicot
testus ar 1.2. papildinajuma uzskaititajam standartvielam.

Citotoksiskuma meériSana ar plismas citometriju un CV7s vértibas aplésana

19. PI uznemsSanu analiz€ ar plismas citometriju, izmantojot ieguves kanalu FL-3. Kopa iegiist
10 000 dzivu (PI-negativu) $tinu. Siinu dzivotsp&ju var aprékinat ar citometra analizes
programmu, izmantojot nakamo vienadojumu. Ja $iinu dzivotsp&ja ir maza, iegist (izméra)

lidz 30 000 Stnu, ieskaitot nedzivas Siinas. Alternativa ir datus iegiit vienas miniites laika
péc analizes sakSanas.

- - _. Dzivo sinu skaits
Stnu dzivotspéja = —————— — % 100
Iegito (izmérito)Sunu kopskaits

CV7s vertibu (sk. 13. punktu), t. i., koncentraciju, pie kuras izdzivo 75 % THP-1 $iinu (25 %
citotoksiskums), aprékina ar log-linearo interpolaciju saskana ar $adu vienadojumu:

Log CV75 = (75-c)xLog(b)-(75—a)xLog(d)

a—c

kur:
a ir minimala veértiba §tinu dzivotspéjai virs 75 %;
¢ ir maksimala vertiba §tinu dzivotspgjai zem 75 %;

b un d ir koncentracijas, pie kuram Stinu dzivotspéja ir attiecigi a un c

100 ¥
afe X
\
= 1
|
- II|
£0 \
= 1
¥ 1
= |
Z cq b\
L1 c, v ¥ \-h-
b d
1 10 100 1000

CV7s var noteikt ar citadi, ja vien pierada (piem., test€jot standartvielas), ka tas neietekmé
rezultatus.

CD86/CD54 ekspresijas merijjums
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Testejamo kimikaliju un kontroles vielu sagatavosana

20. Testgjamas kimikalijas iz8kidina vai stabili dispergé piemérota $kidinataja/neséja

21.

(fiziologiskaja s§kiduma, barotné vai DMSO; sk. 14. punktu). Vispirms testéjamas
kimikalijas atSkaida Iidz koncentracijai, kas atbilst simtkartgjai (fiziologiska skiduma vai
barotnes gadijuma) vai piecsimtkart§jai (DMSO gadijuma) devas noteiksanas testa
noteiktajai CV7s x 1,2 (sk. 19. punktu). Ja CV7s5 noteikt nav bijis iesp&jams (t. i., devas
noteiksanas testa nav noverots pietieckams citotoksiskums), par sakuma koncentraciju
izmanto augstako koncentraciju, kura test§jama kimikalija katra skidinataja/nes€ja vel skist
vai stabili disperg€jas. Janem v&ra, ka galiga koncentracija plat€ nedrikst parsniegt
5000 pg/ml (fiziologiska Skiduma vai barotnes gadijuma) vai 1000 pg/ml (DMSO
gadijuma). Tad s@rijveida atSkaidijumos ar attiecigo Skidinataju/nes€ju (atSkaidijuma
koeficients 1,2) iegust izejskidumus (astonas koncentracijas diapazona no 100 x 1,2 x
CV7s lidz 100 x 0,335 x CV7s (fiziologiska $skiduma vai barotnes gadijuma) vai no 500 x
1,2 x CVys lidz 500 x 0,335 x CV7s (DMSO gadijuma)), ko testét ar metodi h-CLAT
(dozesanas shémas pieméru sk. DB-ALM protokola Nr. 158). Sos izejskidumus tad vél
atSkaida kultiiras barotng, izmantojot atskaidijuma koeficientu 50 (fiziologiska skiduma vai
barotnes gadijuma) vai 250 (DMSO gadijuma), un ta iegtst darba Skidumus. legiitos darba
Skidumus izmanto ekspozicijai, platé vel veicot p&dgjo atskaidijumu ar koeficientu 2. Ja
rezultati neatbilst 29. un 30. punkta aprakstitajiem pienemamibas kriterijiem, devas
noteiksanas testu var atkartot, lai CV7s noteiktu precizak. Janem véra, ka CD86/CD54
ekspresijas meérjjumam var izmantot tikai 24 iedobju plates.

Skidinataja/neséja kontroli sagatavo ta, ka aprakstits 16. punkta. Metodé h-CLAT par
pozitivo kontroli izmanto DNHB (sk. 11. punktu), kura izejskidumus sagatavo DMSO un
atSkaida ta, ka izejSkidumu sagatavoSana aprakstita 20. punkta. Par pozitivo kontroli
CD86/CD54 ekspresijas mérijumam DNHB platé izmanto viena galigaja koncentracija
(parasti 4,0 pg/ml). Lai plate DNHB biutu koncentracija 4,0 pg/ml, sagatavo 2 mg/ml
DNHB izejskidumu DMSO un tad kultiras barotné ar koeficientu 250 atSkaida lidz
8 ng/ml darba Skidumam. Par pozitivas kontroles koncentraciju var izmantot art DNHB
CV7s, ko nosaka katra test€josSaja iestade. Ja ir pieejami vesturiskie dati, no kuriem var
legiit salidzinamus izpildes reiZzu pienemamibas krit€rijus, var izmantot citas piemeérotas
pozitivas kontroles. Pozitivajam kontrolem galiga koncentracija platé nedrikst parsniegt
5000 pg/ml (fiziologiska Skiduma vai barotnes gadijuma) vai 1000 pg/ml (DMSO
gadijuma). Izpildes reizu pienemamibas kriteriji ir tadi pasi ka test€jamajai kimikalijai (sk.
29. punktu), iznemot ped€jo pienemamibas kritériju, jo pozitivo kontroli testé tikai viena
koncentracija.

Testejamo kimikaliju un kontroles vielu aplicésana

22. Lai iegiitu prognozi, katrai test§jamajai kimikalijai un kontroles vielai ir nepiecieSams

viens eksperiments. Katrs eksperiments sastav no vismaz divam neatkarigam CDS86/CD54
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ekspresijas merijuma izpildes reizém (sk. 26.—28. punktu). Katru neatkarigo izpildes reizi
izdara citd diena vai taja paSa diena, ja attieciba uz katru izpildes reizi izpilditi $adi
nosacijumi: a) tiek neatkarigi sagatavoti svaigi test€jamas kimikalijas un antivielu skidumu
izejSkidumi un darba §kidumi un b) tiek izmantotas neatkarigi ievaktas Siinas (t. 1., Stinas ir
ievaktas no dazadam kultivéSanas kolbam); tomer Siinas var biit no vienas un tas pasas
pasazas. Test€jamas kimikalijas un kontroles vielas, kas sagatavotas ka darba Skidumi
(500 ul), samaisa ar 500 pl suspendétu $tinu (1 x 10° $Ginas) attieciba 1:1 un $iinas inkubg
24+0,5 stundas, ka aprakstits 20. un 21. punkta. Katra izpildes reiz€ pietiek ar vienu katras
test§jamas kimikalijas un kontroles vielas koncentracijas replikatu, jo prognozi iegist
vismaz divas neatkarigas izpildes reizes.

Stunu iekrasosana un analize

23.

24.

Péc 24+0,5 ekspozicijas stundam Siinas no 24 iedobju plates parvieto uz paraugu
stobriniem, ievac centrifuggjot un tad divreiz noskalo ar 1 ml iekrasoSanas bufer§kiduma
(Ja nepiecieSams, skaloSanu var vél atkartot). P&c skaloSanas Siinas nobloké ar 600 pl
blok&Sanas Skiduma (iekrasoSanas buferSkidums, kas satur 0,01 % (masa/tilp.) globulina
(Kona frakcija 11, III, cilveéka; SIGMA, #G2388-10G vai lidzvertiga)) un inkubé 15 min
4 °C. Pec blokesanas Siinas sadala tris 180 pl alikvotas 96 iedobju apaldibena platé vai
mikrostobrina.

P&c centrifugéSanas Siinas 30 min 4 °C iekraso ar 50 pl ar FITC markétu anti-CD86, anti-
CD54 vai pelu IgGl (izotips) antivielu. h-CLAT DB-ALM protokola Nr. 158 (18)
aprakstitas antivielas izmanto, tas attieciba 3:25 (tilp./tilp.) (CD86 (BD-PharMingen,
#555657; Clone: Fun-1)) vai 3:50 (tilp./tilp.) (CD54 (DAKO, #F7143; Clone: 6.5B5) un
IgG1 (DAKO, #X0927)) atSskaidot ar iekrasoSanas buferskidumu. P&c testa izstradataju
atzinuma Sie antivielu atSkaidijuma koeficienti nodroSina vislabako signala un troksna
attiecibu. Testa izstradataju pieredzé dazadu partiju antivielu fluorescences intensitate
parasti ir [idziga. Toméer, lai noteiktu vispiemérotakas koncentracijas, lietotaji var apsvert
iesp&ju antivielas titrét konkr&tas laboratorijas apstaklos. Ar citiem fluorohromiem
marké&tas anti-CD86 un/vai anti-CD-54 antivielas var izmantot, ja, piem., test&jot
1.2. papildinajuma noraditas standartvielas, var pieradit, ka tas dod lidzigus rezultatus ka ar
FITC konjugetas antivielas. Japiezime, ka, mainot #-CLAT DB-ALM protokola Nr. 158
(18) aprakstito antivielu klonu vai piegadataju, var mainities rezultati. P&c vismaz
divkartéjas noskalosanas 150 pl iekrasoSanas buferSkiduma Stinas resuspendé iekrasoSanas
buferSkiduma (piem., 400 pl) un tam pievieno PI Skidumu (piem., 20 pl ta, lai galiga
koncentracija butu 0,625 ul/ml) vai cita citotoksiskuma markiera skidumu (sk. 18. punktu).
CD86 un CD54 ekspresijas Itmenus un Stinu dzivotsp&ju analizg ar pliismas citometriju.

DATI UN PARSKATA SAGATAVOSANA
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Datu izvertéSana

25.CD86 un CD54 ekspresiju analiz€ ar plismas citometriju, izmantojot ieguves kanalu FL-1.
Balstoties uz geometrisko vidéjo fluorescences intensitati (VFI), CD86 un CD54 relativo
fluorescences intensitati (RFI) pozitivas kontroles (ctrl) Stinam un ar kimikaliju
apstradatajam Stinam aprékina ar $adu vienadojumu:

ar kimikalijam apstradato $inu VFI—ar kimikalijam apstradato izotopu kontrolsinu VFI

RFI = x 100

ar skidin./neséju apstr. kontrols. VFI—ar skidin./neséju apstr. izotopu kontrolsinu VFI

Ar 19. punkta noradito vienadojumu aprékina ari izotipa kontroles (ctrl) $tinu (Stnas, kas
iekrasotas ar pelu IgG1 (izotips) antivielam) dzivotspgju.

Prognozes modelis

26.Lai ieglitu vienu prognozi (POZITIVU vai NEGATIVU), CD86/CD54 ekspresijas
mérjjumam katru test§jamo kimikaliju test€ vismaz divas neatkarigas izpildes reizes.
Uzskata, ka h-CLAT prognoze ir POZITIVA, ja vismaz 2 no 2 vai vismaz 2 no 3
neatkarigam izpildes reizé€m ir izpilditi $adi nosacijumi; pretéja gadijuma s-CLAT prognozi
uzskata par NEGATIVU (1. attels):

CD86 RFI jebkura testetaja koncentracija ir vismaz 150 % (ar §tinu dzivotsp&ju > 50 %);

CD54 RFI jebkura testétaja koncentracija ir vismaz 200 % (ar $tnu dzivotsp&ju > 50 %).

27. Tatad, ja pirmas divas izpildes reizes abas dod pozitivu rezultatu attieciba uz CD86 un/vai
abas dod pozitivu rezultatu attieciba uz CD54, uzskata, ka h-CLAT prognoze ir POZITIVA
un tresa izpildes reize nav vajadziga. Lidziga karta, ja pirmas divas izpildes reizes attieciba
uz abiem markieriem ir negativas, uzskata, ka h-CLAT prognoze ir NEGATIVA (pienacigi
nemot véra 30. punkta noteikto) un tresa izpildes reize nav vajadziga. Savukart, ja pirmas
divas izpildes reizes attieciba uz vismaz vienu no markieriem (CD54 vai CD86) nesakrit, ir
vajadziga tresa izpildes reize, un tad galigo prognozi nosaka péc ta, kuru rezultatu parsvars
novérojams tris atseviskajas izpildes reizés (proti, 2 no 3). Saja aspekta janem véra, ka, ja
ir divas neatkarigas izpildes reizes un viena ir pozitiva tikai attieciba uz CD86 (turpmak
“P1”) un otra ir pozitiva tikai attieciba uz CD54 (turpmak “P»”), ir vajadziga tresa izpildes
reize. Ja treSa izpildes reize ir negativa attieciba uz abiem markieriem (turpmak “N”),
uzskata, ka h-CLAT prognoze ir NEGATIVA. Savukart, ja tresa izpildes reize attieciba uz
vienu no markieriem (P vai P2) vai tiem abiem (turpmak “P12”) ir pozitiva, uzskata, ka A-
CLAT prognoze ir POZITIVA.

1. attéls. Metod€ 4-CLAT izmantotais prognozes modelis. #-CLAT prognoze jaskata /4 TA konteksta un
saskana ar vispariga ievada 7. un 8. punkta noteikumiem.
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Divas pirmas Divos pirmas
izpildes reizes izpildes reizes
L J L J /
P& P * ME&N P& N *
Pl &Py Py &N
Fiz & P Py &N
PL&P, P, &P,
P ] & pg ‘
Tresdizpildes reize
o
A J ) 4 ¥ v
Tresd |';_".|:I|'|'|_'.":;"'5 Tresd |';_".|:I|'|'|_'.":;"'5 Pi: & Py & P; # Piz &M &M #
reize nowv reize nov P, &P &P PL&MNAN
vajodzigo vajodzigo P &P, &P, P,&N&N
P &P &N PL&F: &N
P &Py &N
Pl &P &N
P,L&P, &N
h 4 h 4 h 4 h J
POZITIVA MEGATIVA POZITIVA MEGATIVA

P1: izpildes reize, kas ir pozitiva tikai attieciba uz CD86; P2; izpildes reize, kas ir pozitiva tikai attieciba uz CD54; P12:
izpildes reize, kas ir pozitiva gan attieciba uz CD86, gan CD54; N: izpildes reize, kas nav pozitiva ne attieciba uz
CD86, ne CD54.

* Lodzinos redzamas relevantas pirmo divu izpildes reizu rezultatu kombinacijas neatkarigi no ta, kada kartiba Sie
rezultati iegiiti.

# Lodzinos redzamas relevantas tris izpildes reizu rezultatu kombinacijas, kuru pamata ir ieprieksgja lodzina noraditie

pirmo divu izpildes reizu rezultati; ir vienalga, kada kartiba Sie rezultati iegiti.

28. Test&jamajam kimikalijam, attiectba uz kuram ar h-CLAT iegiita prognoze ir POZITIVA,
var izveleties noteikt divas efektivas koncentracijas vértibas, ECis50 markierim CD86 un
EC200 markierim CD54, t. i., koncentracijas, kuras test§jamo kimikaliju inducéta RFI ir 150
vai 200. Izmantotas integréta pieeja, piem., IATA (4) (5) (6) (7) (8), Sis efektivas
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koncentracijas vertibas var palidzet novertet sensibilizacijas potenci (9). Tas var aprékinat
ar sadiem vienadojumiem:

EC150 (CD86) = Byonc. + [(150 — BRFI)/(ARFI — Bgrrr) X (Akone. — Brone.)]

EC200 (CD54) = Bkonc. + [(200 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Akonc. - Bkonc.)]

kur

Axonc. ir zemaka koncentracija, izteikta pg/ml, kura RFI > 150 (CD86) vai 200 (CD54);
Bione. ir augstaka koncentracija, izteikta pg/ml, kura RFI < 150 (CD86) vai 200 (CD54);
Agrrr ir RFI zemakaja koncentracija, kura RFI > 150 (CD86) vai 200 (CD54);

Brrr ir RFI augstakaja koncentracija, kura RFI < 150 (CD86) vai 200 (CD54).

Lai ECiso un ECzo vertibas noteiktu precizak, var but vajadzigas tris neatkarigas
CD86/CD54 ekspresijas mérijuma izpildes reizes. Galigas ECis0o un ECao nosaka ka tris
neatkarigo izpildes reizu efektivo koncentraciju medianalo vertibu. Ja pozitivitates

kritérijiem (sk. 26.—27. punktu) atbilst tikai divas no trim neatkarigajam izpildes reiz€m, no
divam aprékinatajam vertibam pienem augstako ECiso vai EC2o.

Pienemamibas kriteériji

29. Izmantojot metodi ~-CLAT, jabit izpilditiem $§adiem pienemamibas kritérijiem (22) (27).

Stinu dzivotspéjai barotné un $kidinataja/nesgja kontrolg jabiit lielakai neka 90 %.

Skidinataja/neséja kontrole ne CD86, ne CD54 RFI vértibas nedrikst parsniegt
pozitivitates kritérijus (CD86 RFI > 150 % un CD54 RFI > 200 %). Skidinataja/neséja
kontroles RFI vertibas aprékina ar 25. punkta noradito formulu (“kimikalijas VFI”
aizstajot ar “Skidinataja/nesgja VFI” un “Skidinataja/nes€ja VFI” aizstajot ar “(barotnes)
kontroles VFI”).

Gan barotnes, gan Skidinataja/nes€ja kontroles CD86 un CD54 (katra) VFI attiecibai pret
izotipa kontroles VFI jabut > 105 %.

Pozitivas kontroles (DNHB) CD86 un CD54 VFI veértibam jaatbilst pozitivitates
krit€rijiem (CD86 RFI > 150 un CD54 RFI > 200), un $tinu dzivotspgjai japarsniedz 50 %.
Testejamas kimikalijas gadijuma Siinu dzivotsp&jai katra izpildes reize japarsniedz 50 %
vismaz Cetras testétajas koncentracijas.

30. Negativi rezultati ir pienemami tikai attieciba uz test€jamajam kimikalijam, kuru gadijuma

Sinu dzivotspgja augstakaja test€taja koncentracija (piem., 1,2 x CV7s saskana ar
20. punkta aprakstito s€rijveida atSkaidiSanas shému) nesasniedz 90 %. Ja Siinu dzivotspéja
koncentracija 1,2 x CVys ir vienada ar vai lielaka par 90 %, negativo rezultatu atmet. Tada
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gadijuma ir ieteicams méginat devu izvéli vl precizét, CV7s noteik$anu atkartojot. Janem
veéra, ka gadijumos, kad test€jamas kimikalijas maksimala test€jama koncentracija ir
5000 pug/ml fiziologiskaja Skiduma (vai barotné, vai citos $kidinatajos/nesgjos),
1000 pg/ml DMSO vai augstaka koncentracija, kura ta vel Skist, negativs rezultats ir
pienemams pat tad, ja Stinu dzivotspgja parsniedz 90 %.

TesteSanas parskats

31. TesteSanas parskata norada $adas zinas.
Testejama kimikalija
Vienkomponenta vielas

- Kimiska identifikacija, piem., /[UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-i), SMILES
vai InChl kods, strukttirformula un/vai citi identifikacijas dati

- lIzskats, Log Kow, Skidiba wdeni, $kidiba DMSO, molekulmasa un citas relevantas
fizikalktmiskas Tpasibas, ciktal §1 informacija ir pieejama

- Tiriba, piemaisijumu kimiska identitate (attieciga gadijuma, ja §1 informacija ir pieejama)
utt.

- Pirmstest€Sanas apstrade, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinasana)
- Testetas koncentracijas
- Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama

- Katras testejamas kimikalijas §kidinataja/nes€ja izvéles pamatojums

Daudzkomponentu vielas, UVCB un maisijumi

- lespgjami izsmeloSs raksturojums ar, piem., sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks),
tirtbu, kvantitativo saturu un relevantajam fizikalkimiskajam 1pasibam

- Izskats, skidiba tideni, skidiba DMSO un citas relevantas fizikalkimiskas 1pasibas, ciktal §1
informacija ir pieejama

- Molekulmasa vai Skietama molekulmasa, ja tas ir maisjjums/polimeérs ar zinamu sastavu,
vali cita pétijuma norisei relevanta informacija

- Pirmstest€Sanas apstrade, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinasana)

- Testetas koncentracijas

- Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama

- Katras teste§jamas kimikalijas §kidinataja/nes€ja izvéles pamatojums
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Kontroles

Pozitiva kontrole

Kimiska identifikacija, piem., I[UPAC vai CAS nosaukums(-1), CAS numurs(-i), SMILES
vai InChl kods, strukttirformula un/vai citi identifikacijas dati

Izskats, Log Kow, Skidiba tdeni, skidiba DMSO, molekulmasa un citas relevantas
fizikalkimiskas 1pasibas, ciktal §1 informacija ir pieejama (attieciga gadijuma)

Tiriba, piemaistjumu kimiska identitate (attieciga gadijuma, ja $1 informacija ir pieejama)
utt.

PirmstestéSanas apstrade, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinaSana)
Testetas koncentracijas
Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama
Norade uz vésturiskajiem pozitivo kontrolu rezultatiem, kas apliecina atbilstibu testa
izpildes pienemamibas krit€rijiem (attieciga gadijuma)
Negativa un Skidinataja/nes€ja kontrole

Kimiska identifikacija, piem., J[UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-i), SMILES
vai InChl kods, strukttrformula un/vai citi identifikacijas dati

Tiriba, piemaisijumu kimiska identitate (attieciga gadijuma, ja §1 informacija ir pieejama)
utt.

Ja tiek izmantoti citi (test€Sanas vadlinija nemin&ti) Skidinataji/nes€ji: izskats,
molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas 1pasibas, ciktal §1 informacija ir pieejama

Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal 8T informacija ir pieejama

Katras testéjamas kimikalijas Skidinataja/nes€ja izvéles pamatojums

Testa apstakli

Sponsora, testgjosas iestades, petijuma vaditaja vards/nosaukums un adrese
Izmantota testa apraksts

Izmantota Sunu linija, tas glabaSanas apstakli un avots (piem., iestdde, no kuras ta
sanemta)

Izmantotais plismas citometrs (piem., modelis), arT instrumentu iestatijumi, izmantotais
globulins, antivielas un citotoksiskuma markieris
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- Procediira, ar kadu, testjot standartvielas, pieradita laboratorijas kompetence $a testa
izpild€, un procedira, ar kadu pieradita §a testa rezultatu reproducéjamiba laika griezuma,
piem., v&sturiskie kontrolu dati un/vai vésturiskie reagétspéjas parbauzu dati

Testa pienemamibas kritériji

- Ar Sskidinataja/nes€ja kontroli iegiitas Stnu dzivotsp&as, VFI un RFI vértibas
salidzinajuma ar pienamamibas diapazoniem

- Ar pozitivo kontroli iegiitas Stnu dzivotspgjas un RFI vertibas salidzindjuma ar
pienamamibas diapazoniem

- Siinu dzivotspéja visas testétajas testétas kimikalijas koncentracijas
Testa procediira
- Izmantotais izpildes reizu skaits

- Izmantotas test€jamas kimikalijas koncentracijas, aplic€Sana un ekspozicijas laiks (ja
atSkiras no rekomendéta)

- Ekspozicijas ilgums (ja atSkiras no rekomendéta)
- Izmantoto izvert€Sanas un [émuma pienemsanas kriteriju apraksts

- Testa procediiras modifikaciju apraksts, ja tadas bijusas

Rezultati

- Tabula apkopoti dati, tostarp CV7s (attieciga gadijuma), individualas geometriskas VFI,
RFI, Stnu dzivotspgjas vertibas, EC150/EC200 (attieciga gadijuma), kas katra izpildes reize
iegltas attieciba uz test€jamo kimikaliju un pozitivo kontroli, un norade uz test€jamas
kimikalijas novertéjumu saskana ar prognozes modeli

- Jebkadu citu relevantu novérojumu apraksts (attieciga gadijuma)

Rezultatu iztirzajums

- Armetodi 4-CLAT iegiito rezultatu iztirzajums

- Testa rezultatu apskats /4 TA konteksta, ja pieejama cita relevanta informacija

Secindjumi
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1.1. papildinajums

DEFINICIJAS

Pareiziba: pakape, kada testa rezultati sakrit ar pienemtajam references veértibam. Tas ir
testa veiktsp&jas raksturlielums un viens no ta relevantuma aspektiem. Ar $o terminu, tapat
ka terminu “konkordantums”, biezi vien saprot testa pareizo iznakumu ipatsvaru (21).

AOP (nelabveliga iznakuma cel§): no meérkkimikalijas vai Iidzigu kimikaliju grupas
kimiskas struktiiras izrietoSa notikumu sekvence no molekulara iniciacijas notikuma lidz
interes€josSajam in vivo iznakumam (22).

Kimikalija: viela vai maisijums.

CV7s: aplesta koncentracija, pie kuras $tinu dzivotspgja ir 75 %.

ECiso: koncentracijas, pie kuram RFI vertibas CD86 ekspresija ir 150.

EC200: koncentracijas, pie kuram RFI vértibas CD54 ekspresija ir 200.

Plismas citometrija: citometrijas panémiens, kura fluida suspendétas Stinas pa vienai laiz
caur fokus@tu ierosinoSu gaismu, kura izklied€jas Sinam un to sastavdalam specifiskos

rakstos; Stnas nereti tiek mark@tas ar fluorescgjoSiem markieriem ta, ka tas gaismu vispirms
absorbé un tad emité mainita frekvence.

Bistamiba: tada agenta vai situacijas iedabiska ipaSiba, kam piemit potencials atstat
nelabvéligu ietekmi uz §im agentam eksponétu organismu, sistému vai (apaks)populaciju.

IATA (integreéta testeSanas un noverteSanas pieeja): strukturéta pieeja, ko izmanto
kimikalijas vai kimikaliju grupas bistamibas identificéSanai (potencials), bistamibas
raksturoSanai (potence) un/vai droSuma noveérté€Sanai (potencials/potence un ekspozicija) un
kas stratégiska veida integré un izsver visus relevantos datus, lai varétu pienemt normativu
lémumu par potencialo bistamibu un/vai risku, un/vai nepiecieSamibu veikt turpmaku
konkrétu un lidz ar to minimalu testéSanu.

Barotnes kontrole: neapstradats replikats, kura ir visi testa sisttmas komponenti. Ar $o
paraugu rikojas tapat ka ar paraugiem, kas apstradati ar test€jamo kimikaliju, un citiem
kontrolparaugiem, lai noteiktu, vai §kidinatajs/nes€js mijiedarbojas ar testa sisteému.

Maisijums: maisijums vai Skidums, kas sastav no divam vai vairak vielam.

Vienkomponenta viela: tada viela, definéta ar tas kvantitativo sastavu, kura viena galvena
sastavdala veido vismaz 80 % (masa/masa).

Daudzkomponentu viela: tada viela, definéta ar tas kvantitativo sastavu, kura vairak neka
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viena no galvenajam sastavdalam ir koncentracija > 10 % (masa/masa) un <80 %
(masa/masa). Daudzkomponentu vielas tiek ieglitas razoSanas procesa. Atskiriba starp
maisijumu un daudzkomponentu vielu ir tada, ka maisijumu iegust, divas vai vairakas vielas
sajaucot bez kimiskas reakcijas. Daudzkomponentu vielas rodas kimiskas reakcijas.

Pozitiva kontrole: replikats, kura ir visi testa sisttmas komponenti un kur§ apstradats ar
vielu, par ko ir zinams, ka ta induc€ pozitivu atbildreakciju. Lai biitu iesp&jams novertet
pozitivas kontroles atbildreakcijas mainibu laika, pozitivas atbildreakcijas intensitate
nedrikstétu bt parlieku liela.

Prehapteni: kimikalijas, kas par sensibilizatoriem klust abiotiskas transformacijas procesa.

Prohapténi: kimikalijas, kuru adas sensibilizacijas potencialu atraisa fermentativa
aktivacija.

Relativa fluorescences intensitate (RFI): gecometriskas vidéjas fluorescences intensitates
(VFI) relativas vertibas ar kimikaliju apstradatas Sunas salidzinajuma ar VFI ar
Skidinataju/nesg€ju apstradatas Stnas.

Relevantums: parametrs, kas raksturo testa attiecinamibu uz interes€joso ietekmi un to, vai
testu lietot konkrétam noliikam ir jégpilni un noderigi. Pakape, kada ar testu var pareizi
izmérit vai prognozét interesgjoso biologisko ietekmi. Relevantums ietver ari testa
pareizibas (konkordantuma) aspektu (21).

Ticamiba: parametrs, kas izsaka, kada pakap€, izmantojot vienu un to paSu protokolu, testu
viena un taja paSa laboratorija vai dazadas laboratorijas ilgaka laika nogriezni var veikt
reproducgjami. To novérteé, aprékinot metodes intralaboratorisko un interlaboratorisko
reproduc€jamibu un intralaboratorisko atkartojamibu (21).

Izpildes reize: reize, kura vienu vai vairakas kimikalijas testé paral€li ar $kidinataja/nes€ja
kontroli un pozitivo kontroli.

Jutiba: tas, cik liela dala no visam pozitivajam/aktivajam kimikalijam ar testu tiek
klasific€tas pareizi. Tas ir tada testa pareizibas mérs, ar kuru iegiist kategorialus rezultatus,
un svarigs faktors testa relevantuma izvertésana (21).

IekrasoSanas buferSkidums: fosfatu fiziologiskais buferskidums, kas satur 0,1 % liellopu
seruma albumina.

Skidinataja/neséja kontrole: neapstradats paraugs, kurd ir visi testa sistémas komponenti,
iznemot test§jamo kimikaliju, bet ieskaitot izmantoto Skidinataju/nes€ju. To izmanto, lai
noteiktu bazlinijas atbildreakciju paraugiem, kas apstradati ar attiecigaja $kidinataja/nesgja

iz8kidinatu vai stabili dispergétu test€jamo kimikaliju. Ja testa izmanto arT paralélu barotnes
kontroli, $is paraugs parada ar to, vai $kidinatajs/nes€js mijiedarbojas ar testa sistemu.

Specifiskums: tas, cik liela dala no visam negativajam/neaktivajam kimikalijam ar testu
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tiek klasific€tas pareizi. Tas ir tada testa pareizibas mérs, ar kuru iegiist kategorialus
rezultatus, un svarigs faktors testa relevantuma izvertésana (21).

Viela: kimisks elements un ta dabiski raduSies vai raZzoSanas procesa iegiiti savienojumi,
ieskaitot to stabilizacijai vajadzigas piedevas, ka arl izmantotajos procesos radusos
piejaukumus, bet iznemot Skidinatajus, kurus var atdalit, neietekméjot vielas stabilitati un
neizmainot tas sastavu.

Testéjama kimikalija: jebkura viela vai maistjums, ko teste ar So metodi.

Apvienoto Naciju Organizacijas Kimikaliju klasificeSanas un markeSanas globali
harmonizeta sistema (ANO GHS): sistema, kura kimikalijas (vielas un maisijumus)
klasifice p&c standartiz€tiem fizisko apdraud&umu, veselibas apdraudéjumu un vidisko
apdraud€jumu tipiem un Iimeniem un kura paredz atbilstoSus sazinas elementus, piem.,
piktogrammas, signalvardus, bistamibas apzim&umus, drosibas prasibu apzim&umus un
droSibas datu lapas, ar mérki sniegt informaciju par kimikaliju nelabvéligo ietekmi, lai
aizsargatu cilvékus (tostarp darba dev€jus, darba némejus, transporta darbiniekus,
pat€rétajus un avarijas dienestu darbiniekus) un vidi (23).

UVCB: vielas, kuru sastavs nav zinams vai ir mainigs, kuras ir kompleksi reakcijas produkti
vai biologiski materiali.

Derigs tests: tests, kas tiek uzskatits par pietickami relevantu un ticamu konkrétam nolikam
un ir balstits uz zinatniski pareiziem principiem. Tests nekad nav derigs absoliita izteiksmeg;
tas vienmeér ir derigs tikai kadam konkrétam noltkam (21).
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Pirms $aja test€Sanas metodes B.71 papildinajuma aprakstita testa regularas izmantoSanas
laboratorijam jaapliecina sava tehniska kompetence, pareizi iegustot paredzamo h-CLAT
prognozi attieciba uz 1. tabula ieteiktajam 10 vielam un attieciba uz vismaz 8 no 10
standartvielam iegtstot CV7s, ECis0 un ECooo vertibas, kuras ietilpst attiecigaja references
diapazona. Standartvielas ir atlasitas ta, lai tas reprezenttu visu adas sensibilizacijas
apdraud€jumu izraisito atbildreakciju diapazonu. Citi atlases kritériji bija vielu komerciala
pieejamiba un kvalitativu ar metodi #-CLAT iegiitu in vivo references datu, ka arT kvalitativu
ar metodi h-CLAT iegiitu in vitro datu pieejamiba. Par metodi A-CLAT ir pieejami ari
publicgti references dati (3) (14).

1. tabula. Vielas, kuras ieteicams izmantot, lai pieradttu tehnisko kompetenci izmantot metodi 2-CLAT

CVs h-CLAT rezultats | h-CLAT rezultats
Standartvielas CAS Nr. Aigrega'tst In vivo 1 re.sferences attieciba uz CD86 | attieciba uz CD54
avoklis prognoze diapazons | (ECiso references | (EC200 references
pg/ml? diapazons pg/ml)? | diapazons pg/ml)?
.. . sensibilizators pozitivs pozitivs
2,4-dinitrohlorbenzols 97-00-7 ciets (loti specigs) 2-12 (0,5-10) (0,5-15)
o g . sensibilizators pozitivs negativs
4-feniléndiamins 106-50-3 ciets (species) 5-95 (< 40) > 1,5
. . sensibilizators pozitivs pozitivs
nikela sulfats 10101-97-0 ciets (vidajs) 30-500 (< 100) (10-100)
. . sensibilizators negativs pozitivs
2-merkaptbenzotiazols 149-30-4 ciets (vidzjs) 30400 > 10y’ (10-140)
. _ s sensibilizators negativs pozitivs
R(+)-limonéns 5989-27-5 skidrs (Vais) >20 > 5) (< 250)
S . S . sensibilizators pozitivs pozitivs
urinvielas imidazolidinils | 39236-46-9 ciets (vais) 25-100 (20-90) (20-75)
. ey ol nav negativs negativs
izopropanols 67-63-0 skidrs sensibilizators > 5000 (> 5000) (> 5000)
. o1 .- nav negativs negativs
glicerins 6-81-5 1 Skidrs | ibilizators | 0000 > 5000) (> 5000)
. _ a1 .- nav . negativs negativs
pienskabe 50-21-5 skidrs sensibilizators 1500-5000 (> 5000) (> 5000)
s - 12, . nav negativs negativs
4-aminobenzoskabe 150-13-0 ciets sensibilizators > 1000 (> 1000) (> 1000)
Saisinajumi: CAS Nr. — Chemical Abstracts Service registra numurs
! In vivo bistamibas (un potences) prognoze ir balstita uz LLNA datiem (3) (14). In vivo potence ir  noteikta, izmantojot

ECETOC ierosinatos kritérijus (24).

2 Balstoties uz vésturiski novérotajam vértibam (13) (25).

3 Vesturiski attiectba uz So markieri giiti galvenokart negativi rezultati, tapec principa gaidams negativs rezultats. Sniegta

diapazona pamata ir dazi vésturiski novérotie pozitivie rezultati. Ja tiek ieglits pozitivs rezultats, efektivas koncentracijas vértibai
jabiit zinotaja references diapazona.
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2. papildinajums

ADAS IN VITRO SENSIBILIZACIJA: U937 SUNU LINIJAS AKTIVACIJAS TESTS (U-
SENS™);

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

1.

Tests U-SENS™ kvantific€ izmainas tada Stinu virsmas markiera ekspresija, kas asociéts ar
monocitu un dendritisko $Gnu (DS) aktivaciju (konkrétak, CD86), cilveka histiocitiskas
limfomas Stnu linija U937 péc ekspozicijas sensibilizatoriem (1). Péc tam izméritos CD86
Stnu virsmas markieru ekspresijas limenus Stnu Iinija U937 izmanto par paliglidzekli adas
sensibilizatoru noskir§ana no nesensibilizatoriem.

. Tests U-SENS™ ir izvertéts validacijas petijuma (2), ko koordingja uznémums L 'Oreal, un

péc tam to neatkarigi profesionalizveértgjusi Eiropas Savienibas References laboratorijas
dzivniektest€Sanas alternativu joma (EURL ECVAM) Zinatniska konsultativa komiteja
(ESAC) (3). Nemot vera visus pieejamos pieradijumus un regulatoru un ieintereséto
personu sniegtas zinas, EURL ECVAM ir ieteikusi (4) U-SENS™ izmantot /ATA ietvaros
par paliglidzekli, kas palidz adas sensibilizatorus noskirt no nesensibilizatoriem
apdraudéjumu klasific€Sanas un mark&Sanas vajadzibam. Sava noradijumu dokumenta par
zinoSanu par strukturétam pieejam datu integracijai un individualiem informacijas avotiem,
ko izmanto adas sensibilizacijas /474 ietvaros, ESAO apliko vairakas gadijumu analizes,
kuras aprakstitas dazadas testéSanas stratégijas un prognozu modeli. Vienai no dazadajam
definétajam pieejam pamata ir U-SENS tests (5). Piemeri, ka U-SENS™ dati izmantoti
kombinacija ar citu informaciju, ar1 vesturiskajiem datiem un esoSiem derigiem datiem par
cilvéku (6), ir pieejami arT citur literattra (4) (5) (7).

Ir pieradits, ka tests U-SENS™ ir parnesams uz laboratorijam, kam ir pieredze ar
panémieniem, kuros izmanto Stnu kultiiras, un ar plismcitometrisko analizi. Prognozu
reproducéjamibas limenis, kas sagaidams no §a testa, ir aptuveni 90 % taja pasa
laboratorija un 84 % citas laboratorijas (8). Validacijas p€tijuma rezultati (8) un citi
publicétie petijumi (1) kopuma liecina, ka salidzinajuma ar LLNA rezultatiem $a testa
pareiziba adas sensibilizatoru (t.i., ANO GHS/ CLP 1.kat.) nosSkirSana no adas
nesensibilizatoriem ir 86 % (N=166) ar jutibu 91 % (118/129) un specifiskumu 65 %
(24/37). Salidzinajuma ar rezultatiem, kas iegiiti testos ar cilvékiem, testa pareiziba adas
sensibilizatoru (t. i., ANO GHS / CLP 1. kat.) noskir§ana no adas nesensibilizatoriem ir
77 % (N=101) ar jutibu 100 % (58/58) un specifiskumu 47 % (20/43). Salidzinajuma ar
LLNA testa U-SENS™ pseidonegativas prognozes, visticamak, skars kimikalijas, kuram
noverojama zema lidz vid€ja adas sensibilizacijas potence (t.i., ANO GHS/ CLP
1.B apakskategorija), nevis kimikalijas, kuram noverojama augsta adas sensibilizacijas
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potence (t. i., ANO GHS / CLP 1.A apakskategorija) (1) (8) (9). Visa 81 informacija kopa
norada uz to, ka tests U-SENS™ var palidzet identificét apdraudejumus, kas izraisa adas
sensibilizaciju. Tomér pareizibas vertibas, kas Seit sniegtas attieciba uz U-SENS™ ka
atsevisSku testu, ir tikai orientgjoSas, jo Sis tests jaskata kombinacija ar citiem informacijas
avotiem [ATA konteksta un saskana ar vispariga ievada 7. un 8. punkta noteikumiem.
Turklat, izvertejot adas sensibilizacijas noveértésanas metodes, kuras neizmanto dzivniekus,
janem vera, ka LLNA tests, tapat ka citi testi ar dzivniekiem, var nepilnigi atspogulot
situaciju cilvéka gadijuma.

Balstoties uz paslaik pieejamajiem datiem, ir pieradits, ka testu U-SENS™ var izmantot
testgjamam kimikalijam (ar1 kosmétikas Iidzeklu sastavdalam, piem., konservantiem,
virsmaktivajiem agentiem, aktivajiem agentiem, krasam), kuru sakara aktualas ir dazadas
organiskas funkcionalas grupas, fizikalkimiskas ipaSibas, adas sensibilizacijas potence (kas
noteikta in vivo p€tijumos) un plass tadu atbildreakcijas mehanismu spektrs, par kuriem
zinams, ka tie asociéti ar adas sensibilizaciju (t. i., Maikla akceptora mehanisms, Sifa bazu
veidosanas, acilgrupas parneses agenta (acilparneses agenta) mehanisms, bimolekulara
nukleofila aizvietoSana [SN2] vai aromatiska nukleofila aizvietoSana[SNAr]) (1) (8) (9)
(10). Tests U-SENS™ ir izmantojams test€§jamajam kimikalijam, kuras S§kist vai stabili
disperggjas (t. i., koloids vai suspensija, kura testéjama kimikalija nenosézas vai neatdalas
no Skidinataja/nes€ja dazadas faz€s) piemerota skidinataja/nes€ja (sk. 13. punktu). Ar U-
SENS™ izdevies ieglit pareizas prognozes attieciba uz kimikalijam, kas zinotaja datu kopa
noraditas ka prehapténi (t. i., ar oksidaciju aktivetas vielas) vai prohapténi (t. 1., vielas, kam
vajadziga fermentativa aktivacija, piem., ar P450 fermentiem) (1) (10). Sakara ar
nespecifisku CD86 ekspresijas palielinajumu pseidopozitivus rezultatus var uzradit vielas,
kas izraisa membranu bojajumus, jo 3 no 7 pseidopozitivajiem rezultatiem (salidzinajuma
ar in vivo references klasifikaciju) deva virsmaktivi agenti (1). Tatad pozitivi rezultati, kas
ieghti, test€jot virsmaktivus agentus, javerté piesardzigi, savukart attiecigus negativus
rezultatus tomér var izmantot par paliglidzekli test€jamas kimikalijas atziSana par
nesensibilizatoru. Ar U-SENS™ var vertet fluorescéjoSas test€jamas kimikalijas (1), tomér
loti fluorescgjosas test€jamas kimikalijas, kuru starojuma vilpa garums ir tads pats ka
fluoresceina izotiocianatam (FITC) vai propidija jodidam (PI), traucé detektéSanu ar
plismas citometriju, tapéc ar FITC konjugétam antivielam (potenciali pseidonegativi
rezultati) vai PI (nav izm@rama dzivotsp&ja) tas nevar izvertét pareizi. Tada gadijuma var
izmantot ar citiem fluorohromiem mark&tas antivielas vai citus citotoksiskuma markierus,
ja vien, testgjot 2.2. papildinajuma noraditas standartvielas, var pieradit, ka tie dod 11dzigus
rezultatus ka ar FITC markétas antivielas vai PI (sk. 18. punktu). Nemot véra ieprieks
min&to, pozitivi rezultati, kas iegiiti ar virsmaktiviem agentiem, un negativi rezultati, kas
iegiiti ar loti fluoresc€joSam test€jamajam kimikalijam, jainterpreté noteikto ierobeZojumu
konteksta un kopa ar citiem informacijas avotiem /4TA satvara. Gadijumos, kad ir liecibas,
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ka tests U-SENS™ nav izmantojams V&l citu konkrétu kategoriju test€jamajam
kimikalijam, to attiecigo kategoriju kimikalijam neizmanto.

5. Ka noradits ieprieks, tests U-SENS™ palidz adas sensibilizatorus noskirt no adas
nesensibilizatoriem. Integréta pieeja, piem., [ATA, tas var palidzét novertét arl
sensibilizacijas potenci. Tomer, lai noteiktu, ka U-SENS™ rezultati varétu palidzét
novertet potenci, jaiegulda papildu darbs, kura pamata vélams biit datiem par cilvéku.

6. Definicijas ir sniegtas 2.1. papildinajuma.

TESTA PRINCIPS

7. Tests U-SENS™ ir in vitro tests, kas kvantificé izmainas $iinu virsmas markiera CD86
ekspresija cilvéka histiocitiskas limfomas Stinu Iinija U937 45+3 stundas péc ekspozicijas
test€jamajai kimikalijai. Virsmas markieris CD86 ir tipisks U937 aktivacijas markieris. Ir
zinams, ka CD86 ir lidzstimulgjosa molekula, kura var atdarinat monocitisko aktivaciju,
kam ir svariga nozime T $iinu praiminga. Izmainas CD86 $iinu virsmas markiera ekspresija
meéra ar plismas citometriju p&c S$iinu iekrasoSanas, parasti ar antivielam, kas mark&tas ar
fluoresceina izotiocianatu (FITC). Paral€li izdara ar1 citotoksiskuma mérijumu (piem., ar
PI), lai noteiktu, vai CD86 S§tinu virsmas markiera ekspresijas aktivacija ir noveérojama ari
pie subcitotoksiskam koncentracijam. Lai palidzétu noskirt sensibilizatorus no
nesensibilizatoriem, aprékina un prognozes modeli (sk. 19. punktu) izmanto CD86 Stnu
virsmas markiera stimulacijas indeksu (SI) salidzinajuma ar Skidinataja/nes€ja kontroles
stimulacijas indeksu.

KOMPETENCES PIERADISANA

8. Pirms Saja testéSanas metodes B.71 papildinajuma aprakstita testa regularas izmantoSanas
laboratorijam, ieveérojot labu in vitro metozu praksi (11), japierada sava tehniska
kompetence, izmantojot 2.2. papildinajuma uzskaititas 10 standartvielas. Testa lietotajiem
turklat jauztur vésturiska datubaze ar datiem, kas ieglti reag@tsp&jas parbaudSs (sk.
11. punktu) un ar pozitivajam un Skidinataja/nes€ja kontrolem (sk. 15.—16. punktu), un ar
So datu palidzibu japarliecinas, ka laika gaita testa reproducgjamiba konkr&taja laboratorija
saglabajas tada pati.

PROCEDURA

9. Sis tests ir balstits uz U-SENS™ dzivniekeksperimentiem alternativu metozu datubazes
pakalpojuma (DB-ALM) protokolu Nr. 183 (12). Testu U-SENS™ ievieSot un izmantojot
laboratorija, jaizmanto darba standartprocediras (SOP). Automatizétu U-SENS™ izpildes
sisttmu var izmantot tad, ja, piem., test€jot 2.2. papildinajuma noraditas standartvielas, var
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pieradit, ka ta dod lidzigus rezultatus. Talak sniegts galveno testa U-SENS™ komponentu
un procediiru apraksts.

Siinu sagatavoSana

10. Testam U-SENS™ izmanto cilvéka histiocitiskas limfomas $tnu liniju U937 (13). Sinas
(klons CRL1593.2) ir ieteicams sagadat no kvalificétas Siinu bankas, piem., Amerikas
tipveida kulttiru kolekcijas.

11. U937 Siinas kultivé 37 °C pie 5 % CO,, mitrinata atmosfera, RPMI-1640 barotne, kas
papildinata ar 10 % liellopu embriju seruma jeb govju fetala seruma (FCS), 2 mM L-
glutamina, 100 vienibam/ml penicilina un 100 pg/ml streptomicina (pilniga barotne). U937
$fnas parasti parsgj reizi 2—3 dienas blivuma 1,5 vai 3 x 10° §@nas/ml. Stinu blivumam
nevajadzétu parsniegt 2 x 10° §linas/ml, un §linu dzivotspgjai, kas izmérita ar tripanzilo
uznémuso Stnu izslégSanu, vajadzeétu bit >90 % (neizmantot pirmajai pasazai péc
atkaus€Sanas). Pirms izmantoSanas test€Sanai katra Sinu, FCS vai antivielu partija
jakvalificg, parbaudot tas reagétsp&ju. Stinu reagétspéja japarbauda, izmantojot pozitivo
kontroli, pikrilsulfonskabi (2,4,6-trinitrobenzolsulfonskabe: TNBS) (CAS Nr.: 2508-19-2,
> 99 % tiriba), un negativo kontroli, pienskabi (PS) (CAS Nr. 50-21-5, > 85 % tiriba),
vismaz nedélu péc atkaus€Sanas. Parbaudot $tnu reagétsp&ju, katrai no abam kontrolém
jateste sesas galigas koncentracijas (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75, 100 pg/ml un PS: 1, 10, 20,
saistita CD86 atbildreakcija (kura, piem., nakama lielaka koncentracija aiz koncentracijas,
kas izsauc pozitivu atbildreakciju, CD86 SI > 150, dod lielaku CD86 SI), bet pilniga
izmanto tikai tas §Ginu partijas, kas divas reizes izturéjusas reagétsp&jas parbaudi. Stinas var
pavairot Iidz septinam nedélam péc atkauséSanas. PasaZu skaitam nevajadzetu parsniegt
21. Reagétspéjas parbaude veicama saskana ar 18.—22. punkta aprakstitajam procedaram.

12. TesteSanas vajadzibam U937 Siinas uzs§j vai nu blivuma 3 x 10° $@inas/ml, vai 6 x 10°
Stinas/ml un kultivéSanas kolbas priekSkultivé attiecigi 2 vai 1 dienu. Ja tam ir sniegts
pietieckams zinatniskais pamatojums un var pieradit (piem., test§jot 2.2. papildinajuma
standartvielas), ka tas dod lidzigus rezultatus, nupat aprakstito priekSkultivéSanas apstaklu
vieta var izmantot citus. No kultivéSanas kolbas ievaktas Stinas testéSanas diena resuspendé
svaiga kultliras barotng blivuma 5 x 10° $Gnas/ml. Tad S$iinas sadala 96 iedobju
plakandibena platg, izmantojot 100 pl (galigais §tinu blivums: 0,5 x 10° $tinas uz iedobi).

Testejamo kimikaliju un kontroles vielu sagatavoSana
13. Skidibu novérté pirms testéSanas. Saja nolika testéjamas kimikalijas koncentracija
50 mg/ml izskidina vai stabili dispergé pilniga barotng, kas ir pirmais $kidinataja variants,
vai, ja testgjama kimikalija pilnigas barotnes Skidinataja/nes€ja neskist, dimetilsulfoksida
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(DMSO, =>99 9% tiriba), kas ir otrais Skidinataja/nes€ja variants. Ja kimikalija
Skidinataja/nesgja Skist, tad, lai veiktu test€Sanu, test€jamo kimikaliju izSkidina pilniga
barotné lidz galigajai koncentracijai 0,4 mg/ml. Ja kimikalija Skist tikai DMSO, to
iz8kidina 1idz koncentracijai 50 mg/ml. Ja tam ir sniegts pietickams zinatniskais
pamatojums, var izmantot citus Skidinatajus/nes€jus. Janem véra test€jamas kimikalijas
stabilitate galigaja Skidinataja/neséja.

Testéjamas kimikalijas un kontroles vielas sagatavo testéSanas diena. Ta ka netiek veikts
devas noteikSanas tests, pirmaja izpildes reizé jatest€ kimikalijas Skidums attiecigaja
Skidinataja/nesgja (vai nu pilniga barotng, vai 0,4 % DMSO skiduma barotn€) 6 galigajas
koncentracijas (1, 10, 20, 50, 100 un 200 pg/ml). Nakamajas izpildes reizes ar attiecigo
Skidinataju/nes€ju sagatavo vismaz 4 test€jamas kimikalijas darba skidumus (t. i., vismaz
4 koncentracijas) — sakot ar 0,4 mg/ml pilniga barotné vai 50 mg/ml DMSO. Beigas darba
Skidumus izmanto apstradei, platé esoSajam darba Skidumam pievienojot tadu paSu
tilpumdaudzumu U937 S§tnu suspensijas (sk. 11. punktu) un tad€jadi panakot vél vienu
atSkaidijumu ar atSkaidijuma koeficientu 2 (12). Koncentracijas (vismaz 4 koncentracijas)
nakamajam izpildes reizém izvelas atkariba no katras ieprieks€jas izpildes reizes
rezultatiem (8). Izmantojamas galigas koncentracijas ir 1, 2, 3, 4, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 un 200 pg/ml. Maksimala
galiga koncentracija ir 200 pg/ml. Ja pie 1 pg/ml konstaté pozitivu CD86 veértibu, tad
izverté 0,1 pg/ml, lai noskaidrotu, kada koncentracija test¢jama kimikalija neinducé CD86
atbildreakciju virs pozitivas atbildreakcijas sliekSpa. Katra izpildes reize, kura tiek
noveérota pozitiva CD86 atbildreakcija uz attiecigo koncentraciju, aprékina ECiso
(koncentraciju, pie kuras kimikalija sasniedz pozitivas CD86 atbildreakcijas slieksni
150 %, sk. 19. punktu). Ja test§jama kimikalija inducé pozitivu CD86 atbildreakciju
neatkarigi no koncentracijas, aprékinat ECiso var nebit relevanti, ka aprakstits U-SENS™
DB-ALM protokola Nr. 183 (12). Katra izpildes reizé, ja iesp&jams, aprékina CV7o
(koncentraciju, pie kuras kimikalija sasniedz citotoksiskuma slieksni 70 %, sk. 19. punktu)
(12). Lai noskaidrotu, ka koncentracija ietekm& CD86 atbildreakcijas palielinajumu, visas
koncentracijas no izmantojamo koncentraciju vidus jaizvélas regularos atstatumos
diapazona no ECiso (vai lielaka necitotoksiska koncentracija, pie kuras CD86
atbildreakcija ir negativa) un CV7yo (vai lielaka atlauta koncentracija, t.i., 200 pg/ml).
Viena izpildes reize jatesteé vismaz 4 koncentracijas, no kuram vismaz 2 jabiit tadam paSam
ka iepriekseja reiz€ vai reizes, lai biitu iesp&jams rezultatus salidzinat.

______
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16. Par pozitivo kontroli testa U-SENS™ izmanto TNBS (sk. 11. punktu), kas sagatavota
pilniga barotné. TNBS izmantojama par pozitivo kontroli CD86 ekspresijas mérijjumam
tada viena galigaja koncentracija plate (50 pg/ml), pie kuras Stinu dzivotsp&ja ir > 70 %.
Lai plateé TNBS biitu koncentracija 50 pg/ml, sagatavo 1 M (t.1., 293 mg/ml) TNBS
izejSkidumu pilniga barotné un tad pilnigd barotné ar koeficientu 2930 atSkaida lidz
100 pg/ml darba Skidumam. Par negativo kontroli izmanto pienskabi (PS, CAS Nr. 50-21-
Katra izpildes reizé katra platé sagatavo tris replikatus ar neapstradatu pilnigas barotnes
kontroli, $kidinataja/nes€ja kontroli, negativo un pozitivo kontroli (12). Ja ir pieejami
vesturiskie dati, no kuriem var iegiit salidzinamus izpildes reizu pienemamibas kriterijus,
var izmantot citas piem@rotas pozitivas kontroles. Izpildes reizu pienemamibas kriteriji ir
tadi paSi ka test€jamajai kimikalijai (sk. 12. punktu).

Testéjamo kimikaliju un kontroles vielu aplicéSana

17.14.—16. punkta aprakstito Skidinataja/nes€ja kontroli vai darba Skidumus attieciba 1:1
(tilp./tilp.) samaisa ar 96 iedobju plakandibena platé sagatavotajam S$tinu suspensijam (sk.
12. punktu). Tad apstradatas plates 4543 stundas 37 °C temperatira pie 5 % CO> inkubg.
Lai izvairitos no gaistosu test€§jamo kimikaliju iztvaikoSanas un ar test€§jamajam
kimikalijam apstradato Stinu starpiedobju kontaminacijas, plates noslédz ar puscaurlaidigu
membranu (12).

Siinu iekraso$ana
18. Péc 45+3 ekspozicijas stundam Stinas parliek mikrotitréSanas platé ar V veida iedobém un
ievac centrifuggjot. Uzskata, ka noveérojama ar Skidibu saistita interference, ja 45 =+
3 stundas péc apstrades (pirms Siinu iekrasosanas) zem mikroskopa novérojami kristali vai
pilieni. Supernatantus nolej un atlikusas Stnas vienreiz noskalo ar 100 ul ledusauksta
fosfatu buferskiduma (FBS), kas satur 5 % liellopu embriju seruma (iekrasoSanas
buferSkidums). P&c centrifugéSanas Stnas resuspend€, izmantojot 100 pl iekrasoSanas
buferskiduma, un 4 °C 30 min iekraso ar 5 pl (piem., 0,25 pl) ar FITC marketu anti-CD86
antivielu vai pelu IgGl1 (izotips) antivielu, sargdjot no gaismas. Izmanto U-SENS™ DB-
ALM protokola Nr. 183 (12) aprakstitas antivielas (CD86: BD-PharMingen #555657,
klons: Fun-1, vai Caltag/Invitrogen # MHCD8601, klons: BU63; IgG1: BD-PharMingen
#555748 wvair Caltag/Invitrogen # GM4992). Testa izstradataju pieredz€ dazadu partiju
antivielu fluorescences intensitate parasti ir lidziga. Ja tie izturgjusi reagétspgjas parbaudi,
testa var izmantot citus klonus vai antivielu piegadatajus (sk. 11. punktu). Tomeér, lai
noteiktu vispiemérotako koncentraciju, lietotaji var apsveért iesp&u antivielas titrét
konkretas laboratorijas apstaklos. Citas detektéSanas sistémas, piem., ar fluorohromiem
marketas anti-CD86 antivielas, var izmantot, ja, piem., testgjot 2.2. papildinajuma
noraditas standartvielas, var pieradit, ka tas dod lidzigus rezultatus ka ar FITC konjugetas
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antivielas. Siinas divreiz noskalo ar 100 ul ickraso$anas buferskiduma un vienreiz ar
100 pl ledusauksta FBS un tad resuspendé ledusauksta FBS (piem., 125 pl paraugiem, ko
analiz€ manuali pa stobrinam, vai 50 pl autosamplera plates gadijuma), kam pievieno PI
Skidumu (galiga koncentracija: 3 pl/ml). Citus citotoksiskuma markierus, piem., 7-
aminoaktinomicinu D (7-AAD) vai tripanzilo, var izmantot tad, ja iesp&jams pieradit, ka
alternativie iekrasotaji dod Iidzigus rezultatus ka PI, piem., veicot testus ar
2.2. papildinajuma uzskaititajam standartvielam.

Analize ar plusmas citometriju jeb plismcitometriska analize

19. CD86 ekspresijas Iimeni un $iinu dzivotsp&ju analizé ar pliismas citometriju. Siinas péc
lieluma (FSC) un granularitates (SSC) attelo logaritmiska punktdiagramma, lai skaidri
noteiktu pirma vartojuma [gate] R1 populaciju un izslégtu Stnu atliekas. Merkis ir katrai
iedobei vartojuma R1 iegiit 10 000 $iinu. Stina no ta pasa vartojuma R1 attélo FL3 vai
FL4/SSC punktdiagramma. Dzivotspgjigas Stinas noskirt ar vél vieniem vartiem — R2 —,
ar ko atlasa to Stinu populaciju, kuru reakcija uz propidija jodidu ir negativa (kanals FL3
vai FL4). Stinu dzivotsp&ju var aprékinat ar citometra analizes programmu, izmantojot
nakamo vienadojumu. Ja $tnu dzivotspgja ir maza, iegist Iidz 20 000 Stnu, ieskaitot
nedzivas Stinas. Alternativa ir datus iegiit vienas minites laika p&c analizes sakSanas.

Dzivo sunu skaits

100

Stnu dzwotspe]a = Iegito (izmérito) Sinu kopskaits

P&c tam izmeéra, kada procentuala dala So péc R2 vartoto dzivotspgjigo Stinu (vartojuma R1
ietvaros) ir FL1-pozitivas Siinas. CD86 ekspresiju uz Stnu virsmas analizé FL1/SSC
punktdiagramma, kas vartota péc dzivotsp&jigam Stinam (vartojums R2).

Iedobém ar pilnigu barotni/ IgGl analizes markieri nosaka tuvu pamatpopulacijai, lai
pilnigas barotnes kontroles IgG1 biitu mérkzona 0,6 1idz 0,9 %.

Krasas interference ir nobide ar FITC markéto IgGl punktdiagramma (IgGl FLI
geometriski vidgjais SI > 150 %).

Kontrolu Stnu (neapstradato Stnu vai 0,4 % DMSO S$kiduma S§iinu) un ar kimikaliju
apstradato Stinu CD86 stimulacijas indeksu (SI) aprékina ar $adu vienadojumu:

__ % apstradato Sinu CD86™ —% apstradato $inu IgG1*

SI x 100

% kontroles $unu CD86%—% kontroles $anu IgG1*

% neapstradato kontroles §tinu IgG1": FL1-pozitivo IgG1 §tinu procentuala dala, kas atlasita
ar analizes markieri (pienemamais diapazons: > 0,6 % un <1,5 %, sk. 22. punktu), no
dzivotsp€jigajam neapstradatajam Siinam;

% kontroles/apstradato §tinu IgG1*/CD86": FL1-pozitivo IgG1/CD86 §iinu procentuala dala,
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kas izmérita, neparvietojot analizes markieri, no dzivotsp&jigajam kontroles/apstradatajam
Sunam.

DATI UN PARSKATA SAGATAVOSANA

Datu izvertéSana

20. Testa U-SENS™ apréekina $adus parametrus: CVyo vertiba, t. i., koncentracija, pie kuras
U937 stnu dzivotspgja ir 70 % (tatad citotoksiskums ir 30 %), un ECiso vértiba, t. 1.,

koncentracija, pie kuras test€jamas kimikalijas inducé CD86 stimulacijas indeksu (SI)
150 % apmera.

CV7o aprekina ar log-linearo interpolaciju saskana ar $adu vienadojumu:
CV7o=Cl1+[(V1-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]

kur:

V1 ir minimala vertiba §tinu dzivotspg&jai virs 70 %;

V2 ir maksimala vertiba Stinu dzivotspé&jai zem 70 %;

C1 un C2 ir koncentracijas, pie kuram $itinu dzivotspgja ir attiecigi V1 un V2.

CV7o var noteikt arT citadi, ja vien pierada (piem., testjot standartvielas), ka tas neietekmé
rezultatus.

ECis0 aprékina ar log-linearo interpolaciju saskana ar §adu vienadojumu:
ECis0=C1 + [(150 — SI1) / (SI2 — SI1) * (C2 — C1)]
kur:

Cl ir augstaka koncentracija pg/ml, pie kuras CD86 SI < 150 % (SI1);
C2 ir zemaka koncentracija pg/ml, pie kuras CD86 SI > 150 % (SI2).
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ECis50 un CVy vertibas aprekina $adi:

- katra izpildes reizé ECis0o un CV7 izmanto, lai noskaidrotu, ka koncentracija ietekme
CDS86 atbildreakcijas palielinajumu (sk. 14. punktu);

- balsoties uz vidgjo dzivotspé&ju, nosaka kop&jo CV7o (12);

- ja ir prognozets, ka testa U-SENS™ testejamas kimikalijas rezultats biis POZITIVS, tas,
balstoties uz CD86 vértibu vidgjo SI, nosaka kimikalijas kop&jo ECiso (sk. 21. punktu)
(12).

Prognozes modelis

21. Lai iegttu vienu prognozi (POZITIVU vai NEGATIVU), CD86 ekspresijas mé&rfjumam
katru test€jamo kimikaliju test€ vismaz Cetras koncentracijas un vismaz divas neatkarigas
izpildes reizes (dazadas dienas).

- Uzskata, ka U-SENS™ izpildes reizes individualais iznakums ir negativs (“N”), ja CD86
SI pie visam necitotoksiskajam koncentracijam (Stnu dzivotsp€ja > 70 %) ir mazaks par
150 % un nav novérojama nekada interference (citotoksiskums, skidiba (sk. 18. punktu)
vai krasa (sk. 19. punktu), lai kadas biitu necitotoksiskas koncentracijas, pie kuram
novérota interference). Visos citos gadijumos: ja CD86 SI ir lielaks par vai vienads ar
150 % un/vai novérota interference, uzskata, ka U-SENS™ izpildes reizes individualais
iznakums ir pozitivs (“P”).

- Uzskata, ka U-SENS™ prognoze ir NEGATIVA, ja negativas (N) ir vismaz divas
neatkarigas izpildes reizes (1. att€ls). Ja pirmas divas izpildes reizes abas ir negativas (N),
uzskata, ka U-SENS™ prognoze ir NEGATIVA un ka tresa izpildes reize nav vajadziga.

- Uzskata, ka U-SENS™ prognoze ir POZITIVA, ja pozitivas (P) ir vismaz divas
neatkarigas izpildes reizes (1. att€ls). Ja pirmas divas izpildes reizes abas ir pozitivas (P),
uzskata, ka U-SENS™ prognoze ir POZITIVA un ka tresa izpildes reize nav vajadziga.

- Ta ka netiek veikts devas noteikSanas tests, izneémums ir gadijums, kad pirmaja izpildes
reiz€ CD86 SI tikai pie augstakas necitotoksiskas koncentracijas ir lielaks par vai vienads
ar 150 %. Tad izpildes reizi uzskata par NEVIENNOZIMIGU (NV) un jaunas izpildes
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reiz€ jateste papildu koncentracijas (diapazona starp augstako necitotoksisko koncentraciju
un zemaku citotoksisko koncentraciju; sk. 20. punktu). Ja izpildes reize ir NV, vajadzigas
vismaz 2 papildu izpildes reizes, un, ja 2. un 3. izpildes reize nedod vienadu rezultatu
(neatkarigi N un/vai P), vajadziga vél ceturta izpildes reize (1. att€ls). Ta ka koncentracijas
ir pielagotas konkrétajai test€jamajai kimikalijai, papildu izpildes reizes uzskata par
pozitivam pat tad, ja CD86 sasniedz vai parsniedz 150 % tikai vienas necitotoksiskas
koncentracijas gadijuma. Galiga prognoze biis atkariga no tris vai Cetru atsevisko izpildes
reizu rezultatu parsvara (t. i., 2 no 3 vai 2 no 4) (1. att€ls).

1. attels. Testa U-SENS™ izmantojamais prognozes modelis. U-SENS™ prognoze jaskata /4TA konteksta
un saskana ar 4. punkta un vispariga ievada 7., 8. un 9. punkta noteikumiem.

Dvvas pirmas Divas pirmas

izpildes reizes izpildes reizes

/

MW & P
MY &N
M&P
P &N

N\

Treig izpildes reize

' L //7\

Tresa izpildes Tresa izpildes NVEP&P |5| NVENE&N | 5 | nyangp |°
reize nav N&F&P N&F&N NV EPEN

ot P&NSP P&N&N —
zigo

P&P M &N

reize nav

X i Ceturta izpildes reize
Ceturta Ceturto /_\‘
A - I R o o
lZpiiges reize IZpIGES reize MWV EMNEPEP MV EMNEPE&EN
nav vojodziga nav vajodziga MWNVEP& NP MW E PENEMN
L ¥ ¥ l ¥
POZITTVA MNEGATIVA POZITIVA MEGATIVA POZITIVA NEGATIVA

N: izpildes reize, kura nav novérots ne pozitivs CD86 rezultats, ne interference.
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P: izpildes reize, kura novérots pozitivs CD86 rezultats un/vai interference.

NV: neviennozimigs. Pirma izpildes reize ir neviennozimiga vienigi tad, ja CD86 rezultats ir pozitivs tikai
augstakas necitotoksiskas koncentracijas gadijuma.

#: neviennozimigs (NV) individualais iznakums, kas konstatéts tikai pirmaja reiz€, automatiski nozimée, ka, lai
panaktu parsvara pozitivu (P) vai parsvara negativu (N) iznakumu vismaz 2 no 3 neatkarigam izpildes reizém,
vajadziga tresa izpildes reize.

$: lodzinos redzamas relevantas tris izpildes reizu rezultatu kombinacijas, kuru pamata ir ieprieksgja lodzina
noraditie pirmo divu izpildes reizu rezultati.

°: lodzinos redzamas relevantas Cetru izpildes reizu rezultatu kombinacijas, kuru pamata ir ieprieksgja lodzina
noraditie pirmo tris izpildes reizu rezultati.
Pienemamibas kriteriji
22. Izmantojot testu U-SENS™, jabit izpilditiem $adiem pienemamibas kriterijiem (12).
- 45£3 h ilga ekspozicijas perioda beigas neapstradato U937 Sunu triplikata vidgjai

dzivotspgjai jabiit > 90% un nedrikst biit noveérots CD86 ekspresijas dreifs. Neapstradato
U937 stnu CD86 bazlinijas ekspresijai jabut diapazona no > 2 % Iidz < 25 %.

- Ja par skidinataju izmanto DMSO, novérte DMSO nesé€ja kontroles derigumu, aprékinot
DMSO SI salidzinajuma ar neapstradato Stnu SI, un triplikata §tinu vid&jai dzivotspé&jai
jabiit > 90 %. DMSO nesgja kontrole ir deriga, ja tas triplikata CD86 SI vidgja veértiba ir
mazaka neka 250 % neapstradato U937 Stinu triplikata CD86 SI vidgjas vertibas.

- Izpildes reizes uzskata par derigam, ja vismaz divas no trim neapstradato U937 §tnu IgG1
vertibam ir diapazona no > 0,6 % lidz < 1,5 %.

- Paraleli testéto negativo kontroli (pienskabe) uzskata par derigu, ja vismaz divi no trim
replikatiem dod negativu rezultatu (CD86 SI <150 %) un nav citotoksiski (Stinu
dzivotspg&ja > 70 %).

- Pozitivo kontroli (TNBS) uzskata par derigu, ja vismaz divi no trim replikatiem dod

pozitivu rezultatu (CD86 SI> 150 %) un nav citotoksiski (Stinu dzivotsp&ja > 70 %).

TesteéSanas parskats

23. Testesanas parskata norada Sadas zinas.
Testejama kimikalija
Vienkomponenta vielas

- Kimiska identifikacija, piem., J[UPAC vai CAS nosaukums(-1), CAS numurs(-1), SMILES
vai InChl kods, struktiirformula un/vai citi identifikacijas dati

- lzskats, Skidiba pilnigd barotng, Skidiba DMSO, molekulmasa un citas relevantas
fizikalkimiskas 1pasibas, ciktal §1 informacija ir pieejama
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- Tiriba, piemaisijumu kimiska identitate (attieciga gadijuma, ja §1 informacija ir pieejama)
utt.

- PirmstestéSanas apstrade, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinaSana)
- Testetas koncentracijas
- Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama

- Katras testejamas kimikalijas §kidinataja/nes€ja izvéles pamatojums

Daudzkomponentu vielas, UVCB un maisijumi

- lespgjami izsmeloss raksturojums ar, piem., sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks),
tiribu, kvantitativo saturu un relevantajam fizikalktmiskajam 1pasibam

- lIzskats, skidiba pilniga barotng, skidiba DMSO un citas relevantas fizikalkimiskas
pasibas, ciktal §1 informacija ir pieejama

- Molekulmasa vai Skietama molekulmasa, ja tas ir maisijums/polimérs ar zinamu sastavu,
vai cita petjjuma norisei relevanta informacija

- PirmstestéSanas apstrade, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinasana)
- Testetas koncentracijas
- Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama

- Katras testejamas kimikalijas §kidinataja/nes€ja izvéles pamatojums
Kontroles

Pozitiva kontrole

- Kimiska identifikacija, piem., J[UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-i), SMILES
vai InChl kods, strukttrformula un/vai citi identifikacijas dati

- Izskats, Skidiba DMSO, molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas 1pasibas, ciktal $1
informacija ir pieejama (attieciga gadijuma)

- Tiriba, piemaisijumu kimiska identitate (attieciga gadijuma, ja §1 informacija ir pieejama)
utt.

- PirmstestéSanas apstrade, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinaSana)

- Testetas koncentracijas

- Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama

- Norade uz vesturiskajiem pozitivo kontrolu rezultatiem, kas apliecina atbilstibu testa
izpildes pienemamibas kriterijiem (attieciga gadijuma)
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Negativa un skidinataja/nesgja kontrole

Kimiska identifikacija, piem., J[UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-i), SMILES
vai InChl kods, strukttirformula un/vai citi identifikacijas dati

Tiriba, piemaisijumu kimiska identitate (attieciga gadijuma, ja $1 informacija ir pieejama)
utt.

Ja tiek izmantoti citi (test€Sanas vadlinija neminéti) $kidinataji/nesg€ji: izskats,
molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas 1pasibas, ciktal §1 informacija ir pieejama

Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama

Katras testgjamas kimikalijas §kidinataja/nes€ja izveles pamatojums

Testa apstakli

Sponsora, testgjosas iestades, petijuma vaditaja vards/nosaukums un adrese
Izmantota testa apraksts

Izmantota Stnu linija, tas glabasanas apstakli un avots (piem., iestdde, no kuras ta
sanemta)

Izmantotais pliismas citometrs (piem., modelis), arT instrumentu iestatijumi, izmantotas
antivielas un citotoksiskuma markieris

Procediira, ar kadu, testgjot standartvielas, pieradita laboratorijas kompetence $a testa
izpilde€, un procedura, ar kadu pieradita §a testa rezultatu reproduc€jamiba laika griezuma,
piem., vésturiskie kontrolu dati un/vai vésturiskie reagétsp&jas parbauzu dati

Testa pienemamibas kritériji

Ar Skidinataja/nes€ja kontroli iegutas Sunu dzivotspgjas un CD86 SI vertibas
salidzinajuma ar pienamamibas diapazoniem

Ar pozitivo kontroli iegitas Sinu dzivotsp€jas un SI vertibas salidzinajuma ar
pienamamibas diapazoniem

Stinu dzivotspéja visas testétajas testétas kimikalijas koncentracijas

Testa procediira

Izmantotais izpildes reizu skaits

Izmantotas test€jamas kimikalijas koncentracijas, aplicéSana un ekspozicijas laiks (ja
atSkiras no rekomendéta)

Ekspozicijas ilgums

Izmantoto izveértéSanas un lémuma pienemsanas kritériju apraksts
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- Testa procediiras modifikaciju apraksts, ja tadas bijusas

Rezultati

- Tabula apkopoti dati, tostarp CV7o (attieciga gadijuma), Stinu dzivotspéjas vertibas, ECiso
vertibas (attieciga gadijuma), kas katra izpildes reiz€ iegitas attieciba uz test€jamo
kimikaliju un pozitivo kontroli, un norade uz testejamas kimikalijas noveértgjumu saskana
ar prognozes modeli

- Jebkadu citu relevantu noveérojumu apraksts (attieciga gadijuma)

Rezultatu iztirzajums

- Artestu U-SENS™ iegiito rezultatu iztirzajums

- Testa rezultatu apskats /474 konteksta, ja pieejama cita relevanta informacija

Secinajumi
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2.1. papildinajums

DEFINICIJAS

Pareiziba: pakape, kada testa rezultati sakrit ar pienemtajam references veértibam. Tas ir
testa veiktsp&jas raksturlielums un viens no ta relevantuma aspektiem. Ar $o terminu, tapat
ka terminu “konkordantums”, biezi vien saprot testa pareizo iznakumu ipatsvaru (14).

AOP (nelabveliga iznakuma cel§): no meérkkimikalijas vai Iidzigu kimikaliju grupas
kimiskas struktiiras izrietoSa notikumu sekvence no molekulara iniciacijas notikuma lidz
interes€josSajam in vivo iznakumam (15).

Koncentracijatkariga CD86 atbildreakcija: ja koncentracijai, pie kuras rezultats ir
pozitivs (CD86 SI >150) seko koncentracija, pie kuras CD86 SI ir vel lielaks, ir
konstatgjama koncentracijatkariba (jeb koncentracijatkariga atbildreakcija).

Kimikalija: viela vai maistjums.
CVro: aplesta koncentracija, pie kuras Siinu dzivotspgja ir 70 %.

Dreifs: gadijums, kad i) 3. neapstradata kontroles replikata korigéta % CD86" vértiba ir
mazaka par 50 % no 1. un 2. neapstradata kontroles replikata korigéto % CD86" vértibu
vidgjas vertibas un ii) 3. negativas kontroles replikata korigeta % CD86" vértiba ir mazaka
par 50 % no 1. un 2. negativas kontroles replikata korigéto % CD86" vértibu vidgjas
vertibas.

ECiso: apléstas koncentracijas, pie kuram CD86 ekspresijas SIir 150 %.

Plasmas citometrija: citometrijas panémiens, kura fluida suspend€tas Stinas pa vienai laiz
caur fokus@tu ierosinoSu gaismu, kura izklied€jas Siinam un to sastavdalam specifiskos
rakstos; Stinas nereti tiek mark@etas ar fluoresc€joSiem markieriem ta, ka tas gaismu vispirms
absorb€ un tad emité mainita frekvence.

Bistamiba: tada agenta vai situacijas iedabiska ipasiba, kam piemit potencials atstat
nelabvéligu ietekmi uz $im agentam ekspon&tu organismu, sistému vai (apaks)populaciju.

IATA (integreta testeSanas un noveérteSanas pieeja): strukturéta pieeja, ko izmanto
kimikalijas vai kimikaliju grupas bistamibas identificéSanai (potencials), bistamibas
raksturoSanai (potence) un/vai droSuma novertéSanai (potencials/potence un ekspozicija) un
kas stratégiska veida integré un izsver visus relevantos datus, lai varétu pienemt normativu
lémumu par potencialo bistamibu un/vai risku, un/vai nepiecieSamibu veikt turpmaku
konkrétu un lidz ar to minimalu testeSanu.

Maisijums: maisijums vai Skidums, kas sastav no divam vai vairak vielam.
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Vienkomponenta viela: tada viela, defin€ta ar tas kvantitativo sastavu, kura viena galvena
sastavdala veido vismaz 80 % (masa/masa).

Daudzkomponentu viela: tada viela, definéta ar tas kvantitativo sastavu, kura vairak neka
viena no galvenajam sastavdalam ir koncentracija > 10 % (masa/masa) un <80 %
(masa/masa). Daudzkomponentu vielas tiek iegiitas razoSanas procesa. AtSkiriba starp
maisijumu un daudzkomponentu vielu ir tada, ka maisijumu iegiist, divas vai vairakas vielas
sajaucot bez kimiskas reakcijas. Daudzkomponentu vielas rodas kimiskas reakcijas.

Pozitiva kontrole: replikats, kura ir visi testa sisttmas komponenti un kur§ apstradats ar
vielu, par ko ir zinams, ka ta induc€ pozitivu atbildreakciju. Lai biitu iesp&jams novertet
pozitivas kontroles atbildreakcijas mainibu laika, pozitivas atbildreakcijas intensitate
nedrikstetu bt parlieku liela.

Prehapténi: kimikalijas, kas par sensibilizatoriem kltst abiotiskas transformacijas procesa,
piem., oksidacijas procesa.

Prohapteéni: kimikalijas, kuru adas sensibilizacijas potencialu atraisa fermentativa
aktivacija.

Relevantums: parametrs, kas raksturo testa attiecinamibu uz interesgjoso ietekmi un to, vai
testu lietot konkrétam noliikkam ir jégpilni un noderigi. Pakape, kada ar testu var pareizi
izmérit vai prognozét interes€joso biologisko ietekmi. Relevantums ietver arl testa
pareizibas (konkordantuma) aspektu (14).

Ticamiba: parametrs, kas izsaka, kada pakapée, izmantojot vienu un to pasu protokolu, testu
viena un taja paSa laboratorija vai dazadas laboratorijas ilgaka laika nogriezni var veikt
reproducgéjami. To novérte, aprékinot metodes intralaboratorisko un interlaboratorisko
reproduc€jamibu un intralaboratorisko atkartojamibu (14).

Izpildes reize: reize, kura vienu vai vairakas kimikalijas test€ paraléli ar Skidinataja/nes€ja
kontroli un pozitivo kontroli.

Jutiba: tas, cik liela dala no visam pozitivajam/aktivajam kimikalijam ar testu tiek
klasificetas pareizi. Tas ir tada testa pareizibas mérs, ar kuru iegiist kategorialus rezultatus,
un svarigs faktors testa relevantuma izveértésana (14).

SI: stimulacijas indekss. geometriskas vidgjas fluorescences intensitates relativas veértibas ar
kimikaliju apstradatas Sitinas salidzinajuma ar attiecigajam veérttbam ar Skidinataju
apstradatas Siinas.

Skidinataja/neséja kontrole: neapstradats paraugs, kurd ir visi testa sistémas komponenti,

iznemot test§jamo kimikaliju, bet ieskaitot izmantoto $kidinataju/nes€ju. To izmanto, lai
noteiktu bazlinijas atbildreakciju paraugiem, kas apstradati ar attiecigaja Skidinataja/nes€ja

-----

kontroli, $is paraugs parada ar to, vai $kidinatajs/nes€js mijiedarbojas ar testa sistemu.
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Specifiskums: tas, cik liela dala no visam negativajam/neaktivajam kimikalijam ar testu
tiek klasific€tas pareizi. Tas ir tada testa pareizibas mérs, ar kuru iegust kategorialus
rezultatus, un svarigs faktors testa relevantuma izvertéSana (14).

IekrasoSanas buferSkidums: fosfatu fiziologiskais buferskidums, kas satur 5 % liellopu
embriju seruma.

Viela: kimisks elements un ta dabiski raduSies vai razoSanas procesa iegiiti savienojumi,
ieskaitot to stabilizacijai vajadzigas piedevas, ka ari izmantotajos procesos radusos
piejaukumus, bet iznemot Skidinatajus, kurus var atdalit, neietekmé&jot vielas stabilitati un
neizmainot tas sastavu.

Testéjama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko test€ ar So testu.

Apvienoto Naciju Organizacijas Kimikaliju klasificeSanas un markeSanas globali
harmonizéta sistema (ANO GHS): sisttma, kura kimikalijas (vielas un maisijumus)
klasifice péc standartizétiem fizisko apdraud@umu, veselibas apdraudéjumu un vidisko
apdraudgjumu tipiem un Iimeniem un kura paredz atbilstoSus sazinas elementus, piem.,
piktogrammas, signalvardus, bistamibas apzim&umus, droSibas prasibu apzim&umus un
drosibas datu lapas, ar mérki sniegt informaciju par kimikaliju nelabvéligo ietekmi, lai
aizsargatu cilvekus (tostarp darba dev@jus, darba né€mgjus, transporta darbiniekus,
patérétajus un avarijas dienestu darbiniekus) un vidi (16).

UVCB: vielas, kuru sastavs nav zinams vai ir mainigs, kuras ir kompleksi reakcijas produkti
vai biologiski materiali.

Derigs tests: tests, kas tiek uzskatits par pietiekami relevantu un ticamu konkrétam nolikam
un ir balstits uz zinatniski pareiziem principiem. Tests nekad nav derigs absolita izteiksme;
tas vienmer ir derigs tikai kadam konkrétam nolukam (14).
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Pirms $aja test€Sanas metodes B.71 papildinajuma aprakstita testa regularas izmantoSanas
laboratorijam jaapliecina sava tehniska kompetence, pareizi iegiistot paredzamo U-SENS™
prognozi attieciba uz 1. tabula ieteiktajam 10 vielam un attieciba uz vismaz 8 no 10
standartvielam iegistot CV7 un ECiso vertibas, kuras ietilpst attiecigaja references
diapazona. Standartvielas ir atlasitas ta, lai tas reprezenttu visu adas sensibilizacijas
apdraud€jumu izraisito atbildreakciju diapazonu. Citi atlases krit€riji bija vielu komerciala
pieejamiba un kvalitativu ar testu U-SENS™ iegiitu in vivo references datu, ka arl
kvalitativu ar testu U-SENS™ iegiitu in vitro datu pieejamiba. Par testu U-SENS™ ir
pieejami arT publicéti references dati (1) (8).

1. tabula. Vielas, kuras ieteicams izmantot, lai pieradttu tehnisko kompetenci izmantot testu U-SENS™

U- U-SENS™| U-SENS™
SENS™
Agrega In vivo CVo ECiso
Standartvielas CAS Nr. |tstavok 1 | Skidinata |references | references
. prognoze T . .
lis js/ diapazons | diapazons
nesgjs pg/ml? pg/ml?
o g . sensibilizators pilniga pozitivs
4-feniléndiamins 106-50-3 ciets (spacigs) barotne’ <30 (< 10)
I _ I sensibilizators pilniga pozitivs
pikrilsulfonskabe 2508-19-2 | skidrs (spacigs) barotne > 50 (< 50)
- _ o sensibilizators pozitivs
dietilmaleats 141-05-9 Skidrs (vidzjs) DMSO 10-100 (< 20)
rezorcins 108-46-3 ciets sensibilizators pilniga =~ 100 pozitivs
(vidgjs) barotne (£50)
. . sensibilizators pozitivs
kang|spirts 104-54-1 ciets (vais) DMSO > 100 (10-100)
- o sensibilizators pozitivs
4-alilanizols 140-67-0 Skidrs (Vajs) DMSO > 100 (< 200)
- e . nav negativs
saharins 81-07-2 ciets sensibilizators DMSO >200 (> 200)
. o1 s nav pilniga negativs
glicerins >6-81-5 Skidrs sensibilizators barotne =200 (>200)
. _ s nav pilniga negativs
pienskabe 30-21-5 Sadrs | o nsibilizators | barotne > 200 (>200)
T Eoy . nav negativs
salicilskabe 69-72-7 ciets sensibilizators DMSO >200 (> 200)

Saisinajumi: CAS Nr. — Chemical Abstracts Service registra numurs

1

ECETOC ierosinatos kriterijus (17).
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2 Balstoties uz vésturiski novérotajam veértibam (1) (8).

3 Pilniga barotne — barotne RPMI-1640, kas papildinata ar 10 % liellopu embriju seruma, 2 mM L-glutamina,

100 vientbam/ml penicilina un 100 pg/ml streptomicina (8).
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3. papildinajums

ADAS IN VITRO SENSIBILIZACIJA: TESTS IL-8 LUC

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

1.

Atskiriba no testiem, ar ko analizé $tinu virsmas markieru ekspresiju, tests /L-8 Luc
kvantificg izmainas IL-8 — ar dendritisko §anu (DS) aktivaciju asociéta citokina —
ekspresija. Izmantojot no THP-1 iegiito IL-8 reportierStnu Iniju (THP-G8, kas izveidota
no cilvéka aktitas monocitiskas leik€mijas $tnu linijas THP-1), méra IL-8 ekspresiju péc
ekspozicijas sensibilizatoriem (1). Tad luciferazes ekspresiju izmanto par paliglidzekli
adas sensibilizatoru noskir§ana no nesensibilizatoriem.

Tests IL-8 Luc ir izvertets validacijas petijuma (2), ko veica Japanas Alternativo metozu
validacijas centrs (JaCVAM), Ekonomikas, tirdzniecibas un riipniecibas ministrija
(METI) un Japanas DzivniektestéSanas alternativu sabiedriba (JSAAF), un péc tam,
atbalstu sniedzot Starptautiskajai sadarbibai alternativu testéSanas metoZu joma
(ICATM), neatkarigi profesionalizvertéts (3) JaCVAM un Veselibas, darba un labklajibas
ministrijas (MHLW) pasparn€. Nemot véra visus pieejamos pieradijumus un regulatoru un
ieinteres€to personu sniegtas zinas, testu /L-8 Luc ir lietderigi izmantot /ATA ietvaros par
paliglidzekli, kas palidz adas sensibilizatorus noskirt no nesensibilizatoriem apdraud&umu
klasificéSanas un markéSanas vajadzibam. Piemeéri, ka testa /L-8 Luc dati izmantoti
kombinacija ar citu informaciju, ir pieejami literatiira (4) (5) (6).

Ir pieradits, ka tests /L-8 Luc ir parnesams uz laboratorijam, kam ir pieredze ar Stnu
kultiram un luciferazes mérjjumiem. Reproducgjamibas limenis ir attiecigi 87,7 % taja
pasa laboratorija un 87,5 % citas laboratorijas (2). Validacijas pé€tijuma dati (2) un citi
publicétie darbi (1) (6) kopuma liecina, ka salidzinajuma ar LLNA testa IL-8 Luc attieciba
uz 118 no 143 kimikalijam slédziens bija pozitivs vai negativs un attieciba uz
25 kimikalijam — neviennozimigs, un testa /L-8 Luc pareiziba adas sensibilizatoru (ANO
GHS/ CLP 1.kat.) noSkirSana no adas nesensibilizatoriem (ANO GHS/ CLP
nekategorizeti) ir 86 % (101/118) ar jutibu 96 % (92/96) un specifiskumu 41 % (9/22).
Izslédzot vielas, kas ir arpus talak (5. punkta) aprakstita izmantojamibas lauka, testa /L-
8 Luc attieciba uz 113 no 136 kimikalijam slédziens bija pozitivs vai negativs un attieciba
uz 23 kimikalijam — neviennozimigs, un testa /L-8 Luc pareiziba bija 89 % (101/113) ar
jutibu 96 % (92/96) un specifiskumu 53 % (9/17). Izmantojot Urbisch et al. (7) noraditos
datus par cilveku, testa /L-8 Luc attieciba uz 76 no 90 kimikalijam slédziens bija pozitivs
val negativs un attieciba uz 14 kimikalijam — neviennozimigs, un pareiziba bija 80 %
(61/76) ar jutibu 93 % (54/58) un specifiskumu 39 % (7/18). Izslédzot vielas, kas ir arpus
izmantojamibas lauka, testa /L-8 Luc attieciba uz 71 no 84 kimikalijam slédziens bija
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pozitivs vai negativs un attieciba uz 13 kimikalijam — neviennozimigs, un testa pareiziba
bija 86 % (61/71) ar jutibu 93 % (54/58) un specifiskumu 54 % (7/13). Testa IL-8 Luc
pseidonegativas prognozes, visticamak, skars kimikalijas, kuram novérojama zema/vidgja
adas sensibilizacijas potence (ANO GHS / CLP 1.B apakskategorija), nevis kimikalijas,
kuram novérojama augsta adas sensibilizacijas potence (ANO GHS/ CLP
1.A apakskategorija) (6). Visa §1 informacija kopa norada uz to, ka tests /L-8 Luc var
palidzét identificét apdraud€umus, kas izraisa adas sensibilizaciju. Tomér pareizibas
vertibas, kas Seit sniegtas attieciba uz IL-8 Luc ka atsevisku testu, ir tikai orientgjosas, jo
Sis tests jaskata kombinacija ar citiem informacijas avotiem /ATA konteksta un saskana ar
vispariga ievada 7. un 8. punkta noteikumiem. Turklat, izvert€jot adas sensibilizacijas
testus, kuros neizmanto dzivniekus, janem véra, ka LLNA tests, tapat ka citi testi ar
dzivniekiem, var nepilnigi atspogulot situaciju cilvéka gadijuma.

. Balstoties uz paslaik pieejamajiem datiem, ir pieradits, ka testu /L-8 Luc var izmantot
test€jamam kimikalijam, kuru sakara aktualas ir dazadas organiskas funkcionalas grupas,
atbildreakcijas mehanismi, adas sensibilizacijas potence (kas noteikta in vivo petijjumos) un
fizikalkimiskas 1pasibas (2) (6).

Lai gan testa IL-8 Luc par $kidinataju izmanto X-VIVO™ 5, tas pareizi novértéja
kimikalijas, kuru Log Kow > 3,5, un kimikalijas, kuru Skidiba Gideni, aprékinata ar EPI
Suite™ ir apméram 100 pg/ml sensibilizatorus, kas fideni $kist vaji, tas detekté labak neka
tests /L-8 Luc, kura par Skidinataju izmanto dimetilsulfoksidu (DMSO) (2). Tomeér
attieciba uz test§jamam kimikalijam, kas koncentracija 20 mg/ml neizskist, rezultati sakara
ar to vajo $kidibu X-VIVO™ 15 var bit pseidonegativi. Tapéc $adu kimikaliju gadijuma
negativus rezultatus nedrikst nemt véra. Validacijas pétijuma tika konstatéts, ka daudz
pseidonegativu rezultatu iegiist, test§jot anhidridus. Turklat Stinu linijas ierobezotas
metaboliskas sp&jas (8) un eksperimenta apstaklu dél negativus rezultatus testa var dot art
prohapténi (vielas, kuram nepiecieSama metaboliska aktivacija) un prehapténi (vielas,
kuras aktiviz€jas oksid€joties). Tomer, lai gan domajamiem prehapténiem/prohapténiem
(kimikalijam, par kuram ir aizdomas, ka tas varétu biit prehapténi/prohapténi) negativi
rezultati jainterpreté piesardzigi, testa /L-8 Luc datu kopa pareizi ir 11 no 11 slédzieniem
prehapténu gadijuma, 6 no 6 slédzieniem prohapténu gadijuma un 6 no 8 slédzieniem
prehapténu/prohapténu gadijuma (2). Balstoties uz neseno visaptveroso apskatu par tris
bezdzivnieku testiem (DPRA, KeratinoSens™ un h-CLAT), ko izmanto prehapténu un
prohapténu noteikSanai (9), un ar1 apstakli, ka testa /L-8 Luc izmantotas THP-G8 S§iinas
pieder pie h-CLAT izmantotas Stinu linijas THP-1, testa /L-8 Luc ieklauSana citu testu
kombinacija turklat var uzlabot bezdzivnieku testu jutibu prehapténu un prohapténu
noteikSana. Lidz Sim testStie virsmaktivie agenti neatkarigi no tipa (piem., katjoniski,
anjoniski, nejoniski) devusi (pseido)pozitivus rezultatus. Visbeidzot, kimikalijas, kas
ietekme luciferazi, var radit maldigu priekSstatu par tas aktivitati vai ietekmé&t merijjumus,
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izraisot vai nu Skietamu inhib&Sanos, vai pastiprinatu luminiscenci (10). Piem., ir zinots, ka
fitoestrogéna koncentracijas, kas lielakas par 1 uM, citos uz luciferazi balstitos
reportiergénu testos radijusas luminiscences signalu trauc€jumus luciferazes reportiergéna
parmeérigas aktivacijas deél. Tapéc luciferazes ekspresija, kas iegiita pie augstam
fitoestrogénu koncentracijam vai tadu savienojumu koncentracijam, kuri domajami izraisa
fitoestrogénisku luciferazes reportiergéna aktivaciju, ir ripigi jaizmekle (11). Nemot véra
visus $os apsvérumus, virsmaktivie agenti, anhidridi un kimikalijas, kas ietekmé luciferazi,
ir arpus $a testa izmantojamibas lauka. Gadijumos, kad ir liecibas, ka tests /L-8 Luc nav
izmantojams Vel citu konkrétu kategoriju testgjamajam kimikalijam, to attiecigo kategoriju
kimikalijam neizmanto.

Ka noradits ieprieks, tests /L-8 Luc palidz adas sensibilizatorus noskirt no adas
nesensibilizatoriem. Lai noskaidrotu, vai [L-8 Luc rezultati kombinacija ar citiem
informacijas avotiem var palidz&t novertét potenci, ir vajadziga papildu informacija,
velams, balstita uz datiem par cilveku.

Definicijas ir sniegtas 3.1. papildinajuma.

TESTA PRINCIPS

8.

10.

Tests IL-8 Luc izmanto cilvéka monocitiskas leikémijas Stnu liniju THP-1, kas iegiita no
Amerikas tipveida kultiru kolekcijas (Manasasa, VA, ASV). Tohoku Universitates
Medicinas augstskolas Dermatologijas departaments, izmantojot o $tnu liniju, izveidoja
no THP-1 iegiitu II-8 reportierStinu linjju THP-GS8, kura ir luciferazes géni Stable
Luciferase Orange (SLO) un Stable Luciferase Red (SLR), ko kontrole attiecigi IL-8 un
gliceraldehida 3-fosfata dehidrogenazes (GAPDH) promoteri (1). Tas lauj kvantitativi
izmerit luciferazes géna indukciju, detekt€jot luminiscenci no labi zinamiem gaismu
izstarojoSiem luciferazes substratiem, kas kalpo par IL-8 un GAPDH aktivitates raditaju
Stinas péc to ekspozicijas sensibilizéjosam kimikalijam.

Divkrasu testa sisttmu veido viena oranzo izstarojosa luciferaze (SLO; Amaks. = 580 nm)
(12) IL-8 promotera génu ekspresijai un sarkano izstarojosa luciferaze (SLR; Amaks. = 630
nm) (13) ieksgjas kontroles promotera GAPDH génu ekspresijai. Reaggjot ar jantarpinu d-
luciferinu, §1s divas luciferazes izstaro dazadas krasas, un to luminiscenci vienlaicigi méra
viensola reakcija, testa maisjjuma izstaroto gaismu sadalot ar optisko filtru (14)
(3.2. papildinajums).

THP-G8 Stnas 16 stundas apstrada ar test€§jamo kimikaliju; péc tam méra SLO luciferazes
aktivitati (SLO-LA), kas atspogulo promotera IL-8 aktivitati, un SLR luciferazes aktivitati
(SLR-LA), kas atspogulo promotera GAPDH aktivitati. Lai saisindjumus bitu vieglak
uztvert, SLO-LA un SLR-LA sauc attiecigi par /LSLA un GAPLA. Apzim&jumi, kas saistiti

489



D060575/02

ar luciferazes aktivitati testa /L-8 Luc, definéti 1. tabula. Izmantojot m&rjjumu vértibas,
aprékina normalizéto ILSLA (nIL8LA), kas ILSLA un GAPLA attieciba, nILS8LA (Ind-
IL8LA) indukciju, kas ir ar test€§jamo kimikaliju apstradatu THP-G8 Stinu n/L8LA Cetrkart
meéritu vertibu un neapstradatu THP-G8 stnu n/L8LA veértibu aritmétisko vid€jo attieciba,
un GAPLA (Inh-GAPLA) inhib&Sanos, kas ir ar test€jamo kimikaliju apstradatu THP-G8
Sinu GAPLA cetrkart méritu veértibu un neapstradatu THP-G8 Sitinu GAPLA veértibu
aritméetisko vidgjo attieciba un ko izmanto par citotoksiskuma indikatoru.

1. tabula. Ar luciferazes aktivitati testa /L-8 Luc saistito apzimgjumu definicijas

Abreviatira  Definicija

GAPLA SLR luciferazes aktivitate, kas atspogulo promotera GAPDH aktivitati

IL8LA SLO luciferazes aktivitate, kas atspogulo promotera /L-8 aktivitati

nlLSLA IL8LA/GAPLA

Ind-ILSLA Ar kimikalijam apstradato THP-G8 Siinu nILSLA / neapstradato $tnu
nlL8LA

Inh-GAPLA  Ar kimikalijam apstradato THP-G8 Siinu GAPLA / neapstradato Stnu
GAPLA

CVos Zemaka kimikalijas koncentracija, pie kuras Inh-GAPLA ir < 0,05

11. Lai buitu vieglak validét modific€tus in vitro IL-8 luciferazes testus, kas 1idzinas testam /L-
8 Luc, un lai ESAO testéSanas vadliniju Nr. 442E biitu iesp&jams savlaicigi attiecigi grozit
ar mérki Sos testus taja ieklaut, ir pieejami veiktsp&jas standarti (VS) (15) Attieciba uz
testiem, kas validéti saskana ar VS, ESAO datu savstarp€ja atziSana (Mutual Acceptance of
Data, MAD) bus garantéta tikai tad, ja ESAO Sos testus biis izskatijusi un ieklavusi
attiecigaja testéSanas vadlinija Nr. 442E (16).

KOMPETENCES PIERADISANA

12. Pirms $aja testéSanas metodes B.71 papildinajuma aprakstita testa regularas izmantoSanas
laboratorijam, ieverojot labu in vitro metozu praksi (17), japierada sava tehniska
kompetence, izmantojot 3.3. papildinadjuma uzskaititas 10 standartvielas. Testa lietotajiem
turklat jauztur vésturiska datubaze ar datiem, kas ieglti reag@tsp&jas parbaudSs (sk.
15. punktu) un ar pozitivajam un Skidinataja/nes€ja kontrolem (sk. 21.—24. punktu), un ar
So datu palidzibu japarliecinas, ka laika gaita testa reproducéjamiba konkrétaja laboratorija
saglabajas tada pati.

PROCEDURA

13. Testam [IL-8 Luc ir pieejama standartprocediira, kas jaizmanto, veicot So testu (18).
Laboratorijas, kas v€las So testu veikt, rekombinanto §tinu liniju THP-GS var iegiit no GPC
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Lab. Co. Ltd. (Totori, Japana), ieprieks parakstot ESAO parauga nosacijumiem atbilstosu
materialu nodoSanas ligumu. Galveno testa komponentu un procediiru apraksts sniegts
nakamajos punktos.

Siinu sagatavoSana

14.

15.

16.

Testam [IL-8 Luc izmanto $iinu liniju THP-G8 no GPC Lab. Co. Ltd. (Totori, Japana) (sk.
8. un 13. punktu). Sanemtas Siinas pavairo (2—4 pasazas) un uzglaba sasaldétas ka
viendabigu krajumu. Sa krajuma $linas var pavairot lidz maksimali 12 pasazam vai
maksimali 6 ned€las. PavairoSanai izmanto kultiiras barotni RPMI-1640, kura ir 10 %
liellopu embriju seruma (foetal bovine serum, FBS), antibiotisks/antimikotisks Skidums
(100 U/ml penicilina G, 100 pg/ml streptomicina un 0,25 pg/ml amfotericina B 0,85 %
fiziologiskaja $kiduma) (piem., GIBCO Cat#15240-062), 0,15 pg/ml puromicina (piem.,
CAS Nr. 58-58-2) un 300 pg/ml G418 (piem., CAS Nr. 108321-42-2).

Pirms §iinu izmanto3anas testé$anai tas jakvalifice, parbaudot to reagétsp&ju. ST parbaude
javeic 1-2 ned€las vai 2—4 pasazas péc atkaus€Sanas, izmantojot pozitivo kontroli, 4-
nitrobenzilbromidu (4-NBB) (CAS Nr. 100-11-8, >99 % tiriba), un negativo kontroli,
pienskabi (PS) (CAS Nr. 50-21-5, >85 % tiriba). 4-NBB jaizsauc pozitiva Ind-ILSLA
(> 1,4) atbildreakcija, savukart PS — negativa (< 1,4). Testam izmanto tikai $inas, kas
izturéjusas reagétspéjas parbaudi. Parbaude veicama saskana ar 22.-24. punkta
aprakstitajam procediiram.

TesteSanas vajadzibam THP-G8 §iinas uzsg blivuma 2 lidz 5 x 10° §iinas/ml un
kultiveésanas kolbas priekSkultivé attiecigi 48 vai 96 stundas. Testé€Sanas diena no
kultivesanas kolbas ievaktas Stinas noskalo ar RPMI-1640, kas satur 10 % FBS bez
antibiotikam, un resuspendé RPMI-1640, kas satur 10 % FBS bez antibiotikam, blivuma 1
x 10% $tinas/ml. Tad $iinas sadala melna 96 iedobju plakandibena platé (piem., Costar
Cat#3603), izmantojot 50 pl (5 x 10* $tinas uz iedobi).

Testejamas kimikalijas un kontroles vielu sagatavo$ana

17.

Testejamo kimikaliju un kontroles vielas sagatavo testéSanas diena. Testa [L-8 Luc
testéjamas kimikalijas izs8kidina X-VIVO™ 15, komerciali pieejama bezseruma barotné
(Lonza, 04-418Q), Iidz galigajai koncentracijai 20 mg/ml. X-VIVO™ 15 pievieno 20 mg
test§jamas kimikalijas (neatkarigi no kimikalijas S$kidibas) mikrocentrifigas stobrina,
papildina Iidz 1 ml tilpumam un tad 30 min intensivi vorteksé un krata ar rotoru, kura
maksimalais atrums ir 8 apgr./min, apkartgjas vides temperatiira (aptuveni 20 °C). Ja cietas
kimikalijas joprojam neskist, stobrinu turklat sonic€ (apstrada ar skanu), lidz kimikalija
$kidumu ar X-VIVO™ 15 atikaida, izmantojot atikaidijuma koeficientu 5, un izmanto par
testéjamas kimikalijas izejskidumu X-VIVO™ 15 (4 mg/ml). Ja testgjama kimikalija X-
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VIVO™ 15 neskist, maisijumu atkal vismaz 30 min roté un tad 5 min centrifugg ar 15 000
apgr./min (=20 000g); ieglito supernatantu izmanto par test§jamas kimikalijas izejSkidumu
X-VIVO™ 15. Citu $kidinataju (piem., DMSO, tidens vai kultliras barotnes) izmanto$ana
zinatniski japamato. Kimikaliju Skidinasanas procedira ir detalizéti aprakstita
3.5. papildinajuma. 18.-23. punkta aprakstitos X-VIVO™ 15 $kidumus attieciba 1:1
(tilp./tilp.) samaisa ar melnaja 96 iedobju plakandibena plat€ sagatavotajam Siinu
suspensijam (sk. 16. punktu).

Pirmas testa izpildes reizes meérkis ir noteikt citotoksisko koncentraciju un noveértet
kimikaliju adas sensibilizacijas potencialu. Izmantojot X-VIVO™ 15, 96 iedobju testa
bloka (piem., Costar Cat#EW-01729-03) izdara test§jamas kimikalijas un X-VIVO™ 15
izejSkidumu  s€rijveida  atSkaidijumus ar atSkaidijjuma koeficientu divi (sk.
3.5. papildinajumu). P& tam melna 96 iedobju plakandibena plat€ 50 pl Stnu suspensijas
pievieno 50 pl atSkaidita skiduma uz iedobi. Tatad testejamajam kimikalijam, kas Skist X-
VIVO™ 15, testéjamo kimikaliju galigas koncentracijas ir diapazona no 0,002 lidz
2 mg/ml (3.5. papildinajums). Testgjamajam kimikalijam, kas X-VIVO™ 15 koncentracija
20 mg/ml neskist, nosaka tikai atSkaidijuma koeficientus diapazona no 2 lidz 2'°, lai gan
test€jamo kimikaliju faktiskas galigas koncentracijas nav skaidras un ir atkarigas no ta, cik
piesatinats ir izejskidums — test&jamas kimikalijas $kidums X-VIVO™ 15.

Nakamajas testa izpildes reizé (t. i., otrais, treSais un ceturtais replikats) X-VIVO™ 15
izejSkidumu sagatavo koncentracija, kas cetrkartigi parsniedz Stnu dzivotsp&jas
koncentraciju 05 (CVos — zemaka koncentracija, pie kuras /nh-GAPLA ir < 0,05) pirmaja
eksperimenta. Ja pirmaja izpildes reizé Inh-GAPLA pie augstakas koncentracijas zem 0,05
nesamazinas, X-VIVO™ 15 izejskidumu sagatavo augstakaja pirmas izpildes reizes
koncentracija. CVos koncentraciju aprékina, pirmas izpildes reizes izejSkiduma
koncentraciju dalot ar CVys atSkaidijuma koeficientu (X) (atSkaidijuma koeficients CVos
(X) — atskaidijuma koeficients, kas vajadzigs izejSkiduma atSkaidiSanai Iidz CVos)
(3.5. papildinajums). Ja test§jama viela X-VIVO koncentracija 20 mg/ml neskist, CVos
nosaka péc izejSkiduma koncentracijas x 1/X. 2. lidz 4. izpildes reizei sagatavo otru
izejSkidumu — 4 x CV5so (3.5. papildinajums).

Otro X-VIVO™ 15 izejskidumu sérijveida atskaida ar atSkaidijuma koeficientu 1,5,
izmantojot 96 iedobju testa bloku. P&c tam melna 96 iedobju plakandibena platé 50 pl Stnu
suspensijas pievieno 50 pl atSkaidita Skiduma uz iedobi. Katra test€§jama kimikalija katra
koncentracija jatesté 4 iedob€s. Peéc tam paraugus samaisa ar plates kratitaju un uz 16 h
inkubg 37 °C un pie 5 % COg; tad, ka aprakstits talak, izmera luciferazes aktivitati.

Skidinataja kontrole ir $§ads maistjums: 50 pl X-VIVO™ 15 un 50 pl $iinu suspensijas
RPMI-1640, kas satur 10 % FBS, uz iedobi.
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22. Par pozitivo kontroli ieteicams izmantot 4-NBB. 1,5 ml mikrofiigas stobrina sagatavo
20 mg 4-NBB, kam pievieno X-VIVO™ 15 Iidz 1 ml. Stobrinu intensivi vorteksé un krata
ar rotoru, kura maksimalais atrums ir 8 apgr./min, vismaz 30 min. P& 5 min ilgas
centrifugélanas (20 000 g) supernatantu atSkaida ar X-VIVO™ 15, izmantojot
atSkaidijuma koeficientu 4, un 500 pl atSkaidita supernatanta parvieto uz iedobi 96 iedobju
testa bloka. Atskaidito supernatantu vél at§kaida ar X-VIVO™ 15, izmantojot atskaidijuma
koeficientus 2 un 4, un 50 pl Sskiduma pievieno 50 pl THP-G8 Stnu suspensijai melnas
96 iedobju plakandibena plates iedob&s (3.6. papildinajums). Pozitiva kontrole katra
koncentracija jatesté 4 iedob&s. Plati sakrata ar plates kratitdju un uz 16 h inkubé CO
inkubatora (37 °C, 5% CO2); péc tam izméra luciferazes aktivitati, ka aprakstits
29. punkta.

23. Par negativo kontroli ieteicams izmantot pienskabi (PS). 1,5 ml mikrofiigas stobrina
sagatavo 20 mg PS, kam pievieno X-VIVOTM 15 lidz 1 ml (20 mg/ml). 20 mg/ml PS
$kidumu atskaida ar X-VIVO™ 15, izmantojot atikaidijuma koeficientu 5 (4 mg/ml);
500 pul 83 4 mg/ml PS $kiduma parvieto uz 96 iedobju testa bloka iedobi. So $kidumu
at§kaida ar X-VIVO™ 15, izmantojot at§kaidijuma koeficientu 2, un tad vélreiz atSkaida ar
atSkaidijuma koeficientu 2, ieglistot Skidumus ar koncentraciju 2 mg/ml un 1 mg/ml. 50 pl
$o 3 8kidumu un $kidinataja kontroles (X-VIVO™ 15) pievieno 50 ul THP-G8 $iinu
suspensijas melnas 96 iedobju plakandibena plates iedob&s. Negativo kontroli katra
koncentracija testeé 4 iedob&s. Plati sakrata ar plates kratitaju un uz 16 h inkubé CO»
inkubatora (37 °C, 5% CO2); peéc tam izméra luciferazes aktivitati, ka aprakstits
29. punkta.

24.Ja ir pieejami vesturiskie dati, no kuriem var iegiit salidzinamus izpildes reiZzu
pienemamibas krit€rijus, var izmantot citas piemérotas pozitivas vai negativas kontroles.

25.Jaizvairas no gaistoSu test€§jamo kimikaliju iztvaikoSanas un test€jamo kimikaliju
starpiedobju kontaminacijas, piem., pirms inkub&Sanas ar test§jamajam kimikalijam plati
noslédzot.

26. Lai iegltu pozitivu vai negativu prognozi, ar test§jamajam kimikalijam un Skidinataja
kontroli vajadzigas 2 lidz 4 izpildes reizes (sk. 2. tabulu). Katru izpildes reizi veic cita
diena ar svaigu X-VIVO™ 15 izejskidumu un neatkarigi ievaktam $Ginam. Siinas var biit
no vienas un tas pasas pasazas.

Luciferazes aktivitates merijjumi

27. Luminiscenci méra, izmantojot 96 iedobju mikroplates luminometru ar optiskajiem
filtriem, piem., Phelios (ATTO, Tokija, Japana), Tristan 941 (Berthold, Badvilbade,
Vacija) vai ARVO (PerkinElmer, Valtema, MA, ASV). Lai nodroSinatu reproduc€jamibu,
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luminometrs katram testam jakalibré (19). Sai kalibréSanai pieejamas rekombinantas
luciferazes, kas izstaro oranzu un sarkanu gaismu.

28. Uz katru plates iedobi, kura ir ar kimikaliju apstradata vai neapstradata Siinu suspensija,
parnes 100 pl ieprieks sasildita testa reagenta Tripluc® Luciferase (Tripluc). Plati
10 minttes krata apkart§jas vides temperatiira — aptuveni 20 °C. Luciferazes aktivitates
mérisanai plati ielieck luminometra. Bioluminiscenci méra gan bez optiska filtra (F0), gan
ar to (F1), katrreiz 3 s. Citu iestatijumu izmantoSanas gadijuma (piem., atkariba no
izmantota luminometra modela) jasniedz pamatojums.

29. Parametrus katrai koncentracijai aprékina, par pamatu nemot izmeritas veértibas (piem.,
IL8LA, GAPLA, nIL8LA, Ind-ILSLA, Inh-GAPLA, ILSLA vid§ja vértiba + standartnovirze,
GAPLA vidgja vertiba + standartnovirze, n/L8LA vidgja veértiba + standartnovirze, Ind-
IL8LA vidgja vertiba + standartnovirze, Inh-GAPLA vidgja veértiba + standartnovirze un
Ind-ILS8LA 95 % ticamibas intervals). Saja punktd izmantoto parametru definicijas sk.
attiecigi [ un IV papildinajuma.

30. Daudzkrasu reportieru testos pirms meériSanas parasti panak krasu izSkirSanu ar detektoriem
(luminometru un plasu lasitaju), kas aprikoti ar optiskajiem filtriem, piem., sliek$nfiltriem
[sharp-cut filters] (garvilnu vai Tsvilnu caurlaides filtriem) vai frekvencu joslas filtriem.
Pirms testéSanas saskana ar 3.2. papildinajumu jakalibré filtru parvades koeficienti katrai
bioluminiscences signalkrasai.

DATI UN PARSKATA SAGATAVOSANA

Datu izvertéSana

31. Lai iegltu pozitivu/negativu prognozi, katrai izpildes reizei jaatbilst Sadiem kriterijiem:

- uzskata, ka testa /L-8 Luc prognoze ir pozitiva, ja test€jamas kimikalijas /nd-ILSLA > 1,4
un Ind-IL8LA 95 % ticamibas intervala apaks€ja robeza > 1,0;

- uzskata, ka testa IL-8 Luc prognoze ir negativa, ja testejamas kimikalijas Ind-IL§LA < 1,4
un/vai Ind-IL8LA 95 % ticamibas intervala apakseja robeza < 1,0.

Prognozes modelis

32. Testgjamas kimikalijas, attieciba uz kuram 1., 2., 3. un 4. reize giti divi pozitivi rezultati,
uzskata par pozitivam, savukart tas, attieciba uz kuram 1., 2., 3. un 4. reiz€ giiti tris
negativi rezultati, uzskata par potenciali negativam (2. tabula). No potenciali negativam
kimikalijam kimikalijas, kas X-VIVO™ 15 izgkidusas koncentracija 20 mg/ml, uzskata par
negativam, savukart par kimikalijam, kas X-VIVO™ 15 koncentracija 20 mg/ml nav
1z8kiduSas, spriedumu neizdara (1. attéls).
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2. tabula. Pozittvu un potenciali negativu kimikaliju identific€Sanas kriteriji

1. izpildes 2. izpildes 3. izpildes 4. izpildes Galiga prognoze

reize reize reize reize

Pozitiva Pozitiva — — Pozitiva
Negativa Pozitiva — Pozitiva
Negativa Pozitiva Pozitiva

Negativa Potenciali negativa
Negativa Pozitiva Pozitiva — Pozitiva
Negativa Pozitiva Pozitiva

Negativa Potenciali negativa
Negativa Pozitiva Pozitiva Pozitiva

Negativa Potenciali negativa

Negativa — Potenciali negativa

1. attels. Galiga sledziena prognozes modelis

Ty

Pozitiva . .

Kimikalija \ J Skist koncentracija Negativa

’ - 20 mg/mil
Potenciali L J
negativa i - y
Koncentracija 20 mg/ml Spriedumu

neskist neizdara

X g

Pienemamibas Kriteriji
33. Izmantojot testu /L-8 Luc, jabut izpilditiem Sadiem pienemamibas kriterijiem:
- Ind-ILSLA vertibai katra izpildes reize japarsniedz 5,0 vismaz viena pozitivas kontroles, 4-
NBB, koncentracija;

- Ind-ILSLA vertibai katra izpildes reiz€ jabut mazakai par 1,4 vismaz viena negativas
kontroles, pienskabes, koncentracija;
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- datus no platém, kuru kontroles iedobés ar $iinam un Tripluc, bet bez kimikalijam GAPLA
vertiba mazak neka pieckartigi parsniedz So vertibu iedobgs, kuras ir tikai testa barotne
(50 pul RPMI-1640, kas satur 10 % FBS, un 50 ul X-VIVO™ 15 uz iedobi), atmet;

- datus no platem, kuras Inh-GAPLA vertiba pie visam test€jamo vai kontroles kimikaliju
koncentracijam ir mazaka neka 0,05, atmet; tada gadijuma pirmo testu atkarto ta, lai
atkartota testa augstaka galiga koncentracija butu ieprieks€ja testa zemaka galiga
koncentracija.

TesteSanas parskats

34. TesteSanas parskata norada $adas zinas.
Testejamas kimikalijas

Vienkomponenta viela:

- Kimiska identifikacija, piem., I[UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-i), SMILES
vai InChl kods, strukttirformula un/vai citi identifikacijas dati

- lzskats, Skidiba tideni, molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas ipaSibas, ciktal $1
informacija ir pieejama

- Tiriba, piemaisijumu kimiska identitate (attieciga gadijuma, ja §1 informacija ir pieejama)
utt.

- Pirmstest€Sanas apstrade, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinasana)

- Skidiba X-VIVO™ 15. Ja kimikalija X-VIVO™ 15 neskist, norada, vai péc
centrifug€Sanas noveérojama izgulsnésanas vai flotacija

- Testetas koncentracijas
- Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama
- Ja neizmanto X-VIVO™ 15: Kkatras testgjamas kimikalijas $kidinataja/nesgja izvéles

pamatojums

Daudzkomponentu vielas, UVCB un maisijumi

- lespgjami izsmeloSs raksturojums ar, piem., sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks),
tiribu, kvantitativo saturu un relevantajam fizikalkimiskajam 1pasibam

- Izskats, Skidiba tidenT un citas relevantas fizikalkimiskas 1pasibas, ciktal §1 informacija ir
pieejama

- Molekulmasa vai Skietama molekulmasa, ja tas ir maisjjums/polimérs ar zinamu sastavu,
vai cita petjjuma norisei relevanta informacija
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- PirmstestéSanas apstrade, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinaSana)

- Skidiba X-VIVO™ 15. Ja kimikalija X-VIVO™ 15 neskist, norada, vai péc
centrifug€Sanas noveérojama izgulsnésanas vai flotacija

- Testetas koncentracijas
- Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama
- Ja neizmanto X-VIVO™ 15: Kkatras testgjamas kimikalijas $kidinataja/nesgja izvéles

pamatojums

Kontroles

Pozitiva kontrole

- Kimiska identifikacija, piem., J[UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-1), SMILES
vai InChl kods, struktiirformula un/vai citi identifikacijas dati

- lzskats, Skidiba tideni, molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas ipaSibas, ciktal §1
informacija ir pieejama (attieciga gadijuma)

- Tiriba, piemaistjumu kimiska identitate (attieciga gadijuma, ja $1 informacija ir pieejama)
utt.

- Pirmstest€Sanas apstrade, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinasana)

- Testetas koncentracijas

- Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama

- Norade uz vesturiskajiem pozitivo kontrolu rezultatiem, kas apliecina atbilstibu

piemérotiem pienemamibas kritérijiem (attieciga gadijuma)

Negativa kontrole

- Kimiska identifikacija, piem., I[UPAC vai CAS nosaukums(-1), CAS numurs(-1) un/vai citi
identifikacijas dati

- Tiriba, piemaisijumu kimiska identitate (attieciga gadijuma, ja S§1 informacija ir pieejama)
utt.

- Ja tiek izmantotas citas (test€Sanas vadlinija neminétas) negativas kontroles: izskats,
molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas 1pasibas, ciktal §1 informacija ir pieejama

- Glabasanas apstakli un stabilitate, ciktal 81 informacija ir pieejama

- Katras testejamas kimikalijas §kidinataja izveles pamatojums

Testa apstakli
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Sponsora, test&josas iestades, petijjuma vaditaja vards/nosaukums un adrese
Izmantota testa apraksts

Izmantota Stnu linija, tas glabaSanas apstakli un avots (piem., iestade, no kuras ta
sanemta)

FBS partijas numurs un izcelsme, melnas 96 iedobju plakandibena plates partijas numurs
un reagenta Tripluc partijas numurs

Testesana izmantoto Stinu pasazu skaits un blivums

Stnu skaitiSanas metode, kas izmantota uzs€$anai pirms testéSanas, un pasakumi, kas
veikti, lai nodroSinatu §tinu viendabigu sadalijumu skaita zina

Izmantotais luminometrs (piem., modelis), arT instrumentu iestatfjumi, izmantotais
luciferazes substrats un pienacigu luminiscences mérjjumu pieradiSana ar
3.2. papildinajuma aprakstito kontroltestu

Procediira, ar kuru pieradita laboratorijas kompetence izmantot So test€Sanas metodi
(piem., test€jot standartvielas) vai apliecinata test€Sanas metodes ilgstosa reproducgjamiba

Testa procediira

Replikatu un izpildes reizu skaits

Testejamas kimikalijas koncentracijas, aplicéSanas procediiras un ekspozicijas laiks (ja
atSkiras no rekomend@&tajiem)

Izmantoto izvertéSanas un lemuma pienemsanas kritériju apraksts
Izmantoto pétijuma pienemamibas kriteriju apraksts

Testa procediiras modifikaciju apraksts, ja tadas bijusas

Rezultati

ILSLA un GAPLA mértjumi
nILSLA, Ind-IL8LA un Inh-GAPLA aprékini
Ind-ILSLA 95 % ticamibas intervals

Grafiks, kura attelotas devas—atbildreakcijas liknes attieciba uz luciferazes aktivitates
inducésanos un dzivotsp&ju

Jebkadu citu relevantu noveérojumu apraksts (attieciga gadijuma)

Rezultatu iztirzajums

Ar testu /L-8 Luc iegiito rezultatu iztirzajums
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- Testa rezultatu apskats /474 konteksta, ja pieejama cita relevanta informacija

Secinajums
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3.1. papildinajums

DEFINICIJAS

Pareiziba: pakape, kada testa rezultati sakrit ar pienemtajam references veértibam. Tas ir
testa veiktsp&jas raksturlielums un viens no ta relevantuma aspektiem. Ar $o terminu, tapat
ka terminu “konkordantums”, biezi vien saprot testa pareizo iznakumu ipatsvaru (16).

AOP (nelabveliga iznakuma cel§): no meérkkimikalijas vai Iidzigu kimikaliju grupas
kimiskas struktiiras izrietoSa notikumu sekvence no molekulara iniciacijas notikuma lidz
interes€joSajam in vivo iznakumam (20).

Kimikalija: viela vai maisijums.

CVos: Sunu dzivotspgja 05, t. i., minimala koncentracija, pie kuras kimikaliju /nh-GAPLA
vertiba ir mazaka par 0,05.

FInSLO-LA: validacijas zinojuma un ieprieks€jas publikacijas par testu /L-8 Luc lietota
abreviatura, ar ko apzZimé Ind-ILSLA. Definiciju sk. ieraksta par Ind-ILSLA.

GAPLA: luciferazes aktivitate, kas raksturiga Stable Luciferase Red (SLR) (Amaks. =
630 nm), ko regule GAPDH promoters un kas uzrada $tnu dzivotsp&ju un dzivotsp&jigo
Stnu skaitu.

Bistamiba: tada agenta vai situacijas iedabiska ipaSiba, kam piemit potencials atstat
nelabveéligu ietekmi uz $im agentam ekspon&tu organismu, sistému vai (apaks$)populaciju.

IATA (integreéta testéSanas un noverteSanas pieeja): strukturéta pieeja, ko izmanto
kimikalijas vai kimikaliju grupas bistamibas identificéSanai (potencials), bistamibas
raksturoSanai (potence) un/vai droSuma novertéSanai (potencials/potence un ekspozicija) un
kas stratégiska veida integré un izsver visus relevantos datus, lai varétu pienemt normativu
lémumu par potencialo bistamibu un/vai risku, un/vai nepiecieSamibu veikt turpmaku
konkrétu un lidz ar to minimalu testeSanu.

II-SLR-LA: validacijas zinojuma un ieprieksgjas publikacijas par testu /L-8 Luc lietota
abreviatiira, ar ko apzimé Inh-GAPLA. Definiciju sk. ieraksta par Inh-GAPLA.

IL-8 (interleikins-8): no endotélijSinam, fibroblastiem, keratinocitiem, makrofagiem un
monocitiem iegiits citokins, kas izraisa neitrofilu un T $tinu limfocitu hemotaksi.

IL8LA: luciferazes aktivitate, kas raksturiga Stable Luciferase Orange (SLO) (Amaks. =
580 nm), ko regul€ IL-8 promoters.

Ind-IL8LA: ILSLA induc€sanas pakape. To iegust, ar kimikalijam apstradato THP-G8 Stnu

nIL8LA dalot ar nestimuléto THP-G8 Stnu n/L8LA, un §1 vertiba izsaka, kada méra
kimikalijas induc€ promotera IL-8 aktivitati.
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Inh-GAPLA: GAPLA inhibéSanas. To iegiist, ar kimikalijam apstradato THP-G8 S§tnu
GAPLA dalot ar neapstradato THP-G8 stinu GAPLA, un §1 vértiba izsaka kimikaliju
citotoksiskumu.

Minimalais inducéSanas slieksnis (MIS): zemaka koncentracija, pie kuras kimikalija
atbilst pozitivuma kriterijiem.

Maisijums: maisijums vai Skidums, kas sastav no divam vai vairak vielam.

Vienkomponenta viela: tada viela, defin€ta ar tas kvantitativo sastavu, kura viena galvena
sastavdala veido vismaz 80 % (masa/masa).

Daudzkomponentu viela: tada viela, definéta ar tas kvantitativo sastavu, kura vairak neka
viena no galvenajam sastavdalam ir koncentracija > 10 % (masa/masa) un <80 %
(masa/masa). Daudzkomponentu vielas tiek iegiitas razoSanas procesa. AtSkiriba starp
maisTjumu un daudzkomponentu vielu ir tada, ka maistjumu iegiist, divas vai vairakas vielas
sajaucot bez kimiskas reakcijas. Daudzkomponentu vielas rodas kimiskas reakcijas.

nlIL8LA: SLO luciferazes aktivitate, kas atspogulo promotera IL-8 aktivitati (ILSLA),
normalizéta ar SLR luciferazes aktivitati, kas atspogulo promotera GAPDH aktivitati
(GAPLA). Ta izsaka promotera IL-8 aktivitati péc Stinu dzivotsp&jas vai Stnu skaita.

nSLO-LA: validacijas zinojuma un iepriek$&jas publikacijas par testu /L-8 Luc lietota
abreviatiira, ar ko apzimé n/L8LA. Definiciju sk. ieraksta par n/LSLA.

Pozitiva kontrole: replikats, kura ir visi testa sisttmas komponenti un kur§ apstradats ar
vielu, par ko ir zinams, ka ta induc€ pozitivu atbildreakciju. Lai biitu iesp&jams novertet
pozitivas kontroles atbildreakcijas mainibu laika, pozitivas atbildreakcijas intensitate
nedrikstétu bit parlieku liela.

Prehapteni: kimikalijas, kas par sensibilizatoriem kliist abiotiskas transformacijas procesa.

Prohapteéni: kimikalijas, kuru adas sensibilizacijas potencialu atraisa fermentativa
aktivacija.

Relevantums: parametrs, kas raksturo testa attiecinamibu uz interes€joSo ietekmi un to, vai
testu lietot konkrétam noltikam ir jégpilni un noderigi. Pakape, kada ar testu var pareizi
izmérit vai prognozét interes€joso biologisko ietekmi. Relevantums ietver ari testa
pareizibas (konkordantuma) aspektu (16).

Ticamiba: parametrs, kas izsaka, kada pakape, izmantojot vienu un to pasu protokolu, testu
viena un taja paSa laboratorija vai dazadas laboratorijas ilgaka laika nogriezni var veikt
reproducgéjami. To novérteé, aprékinot metodes intralaboratorisko un interlaboratorisko
reproduc€jamibu un intralaboratorisko atkartojamibu (16).

Izpildes reize: reize, kura vienu vai vairakas kimikalijas test€ paraléli ar Skidinataja/nes€ja
kontroli un pozitivo kontroli.
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Jutiba: tas, cik liela dala no visam pozitivajam/aktivajam kimikalijam ar testu tiek
klasificetas pareizi. Tas ir tada testa pareizibas mérs, ar kuru iegiist kategorialus rezultatus,
un svarigs faktors testa relevantuma izveérteésana (16).

SLO-LA: validacijas zinojuma un iepriek$€jas publikacijas par testu IL-8 Luc lietota
abreviatura, ar ko apzZimé /LSLA. Definiciju sk. ieraksta par ILSLA.

SLR-LA: validacijas zinojuma un ieprieks€jas publikacijas par testu [L-8 Luc lietota
abreviatura, ar ko apzZimé GAPLA. Definiciju sk. ieraksta par GAPLA.

Skidinataja/neséja kontrole: neapstradats paraugs, kurd ir visi testa sistémas komponenti,
iznemot test€jamo kimikaliju, bet ieskaitot izmantoto Skidinataju/nes€ju. To izmanto, lai
noteiktu bazlinijas atbildreakciju paraugiem, kas apstradati ar attiecigaja $kidinataja/nesgja

iz8kidinatu vai stabili dispergétu test€jamo kimikaliju. Ja testa izmanto arT paralélu barotnes
kontroli, §is paraugs parada arT to, vai $kidinatajs/nes€js mijiedarbojas ar testa sisteému.

Specifiskums: tas, cik liela dala no visam negativajam/neaktivajam kimikalijam ar testu
tiek klasificetas pareizi. Tas ir tada testa pareizibas mérs, ar kuru iegust kategorialus
rezultatus, un svarigs faktors testa relevantuma izvertésana (16).

Viela: kimisks elements un ta dabiski raduSies vai razoSanas procesa iegiiti savienojumi,
ieskaitot to stabilizacijai vajadzigas piedevas, ka arl izmantotajos procesos raduSos
piejaukumus, bet iznemot skidinatajus, kurus var atdalit, neietekmé&jot vielas stabilitati un
neizmainot tas sastavu.

Virsmaktivs agents: viela, piem., detergents, kas var samazinat Skidruma virsmas
spraigumu un tadgjadi lauj tam putot vai penetrét cietvielas; to dévé ar1l par mitrinataju.
(TG437)

Testejama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko teste ar So metodi.

THP-GS8: testa /L-8 Luc izmantota IL-8 reportierSiinu Iinija. Cilvéka makrofagiska Stinu
Iinija THP-1, kura transficéta ar luciferazes SLO un SLR géniem attiecigi promoteru IL-8 un
GAPDH kontrolg.

Apvienoto Naciju Organizacijas Kimikaliju klasificeSanas un markeSanas globali
harmonizeta sistema (ANO GHS): sistéma, kura kimikalijas (vielas un maisjjumus)
klasifice péc standartizétiem fizisko apdraud&umu, veselibas apdraud&jumu un vidisko
apdraudéjumu tipiem un Iimeniem un kura paredz atbilstoSus sazinas elementus, piem.,
piktogrammas, signalvardus, bistamibas apzim&umus, dro§ibas prasibu apzim&umus un
droSibas datu lapas, ar mérki sniegt informaciju par kimikaliju nelabvéligo ietekmi, lai
aizsargatu cilvekus (tostarp darba dev&jus, darba némgjus, transporta darbiniekus,
patérétajus un avarijas dienestu darbiniekus) un vidi (21).

UVCB: vielas, kuru sastavs nav zinams vai ir mainigs, kuras ir kompleksi reakcijas produkti
vai biologiski materiali.
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Deriga testéSanas metode: tests, kas tiek uzskatits par pietickami relevantu un ticamu
konkrétam noliikam un ir balstits uz zinatniski pareiziem principiem. Tests nekad nav derigs
absoluta izteiksmé; tas vienmer ir derigs tikai kadam konkrétam noliikam.
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3.2. papildinajums

LUCIFERAZES AKTIVITATES MERISANAS PRINCIPS UN OPTISKO FILTRU
PARVADES KOEFICIENTU NOTEIKSANA SLO UN SLR

Daudzreportieru testa sistéemu 7rip/uc var izmantot ar mikroplates tipa luminometru,
kam ir daudzu krasu detekteSanas sist€ma un ko var aprikot ar optisko filtru (piem.,
Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941 (Berthold)). Par
optisko filtru mérisana izmanto 600—620 nm garvilnu vai 1svilnu caurlaides filtru vai
600700 nm frekvencu joslas filtru.

Divu krasu luciferazu mériSana ar optisko filtru

Sis ir piemérs, kura izmantots Phelios AB-2350 (ATTO). Sis luminometrs ir aprikots ar
600 nm garvilnu caurlaides filtru (R60 HOYA Co.), 600 nm GCF, 1. filtrs) SLO (Amaks.
=580 nm) un SLR (Amaks. = 630 nm) luminiscences noskirsanai.

Lai noteiktu 600 nm GCF parvades koeficientus, vispirms, izmantojot attiritus
luciferazes SLO un SLR fermentus, i) izm&ra SLO un SLR bioluminiscences intensitati
bez filtra (FO0), i1) izméra SLO un SLR bioluminiscences intensitati caur 600 nm GCF
(1. filtrs) un iii) aprékina talak noraditos 600 nm GCF parvades koeficientus attieciba

uz SLO un SLR.
Transmission coefficients [Abbreviation |Definition
Filter 1 . The filter’s transmission
SLO Transmission |KOreo .
. coefficient for the SLO
coefficients
SLR I,I:llter ! .. <R The filter’s transmission
Tansmission Reo coefficient for the SLR
coefficients

Ja testa parauga SLO un SLR intensitate ir attiecigi O un R, tad i) gaismas intensitate
bez filtra (pilnigi optiska) (FO) un ii) caur 600 nm GCP (1. filtru) parvaditas gaismas
intensitate (F1) ir tada, ka redzams $ajas formulas.

FO=O+R

F1=KOres0 x O + kRreo X R

Sis formulas var izteikt ar1 $adi:

e

1 1 )(O)
KOpso  KRpgo/ \R

Tad, izmantojot aprékinatos parvades koeficientus (kOreo and KRreo) un izmérito FO un

-----
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<O> ( 1 1 >_1<F0)
R KOpeo  KRpeo F1

Parvades koeficientu noteik§anas materiali un metodes
1) Reagenti
Atseviski attiriti luciferazes fermenti:

liofilizéts attirits SLO ferments
liofilizéts attirits SLR ferments

(kas validacijas darba vajadzibam iegiti no GPC Lab. Co. Ltd., Totori, Japana, kopa
ar $tnu Iiniju THP-GS8)

Testa reagents:

Testa reagents Tripluc® Luciferase (piem., no TOYOBO Cat#MRA-301)

Barotne: luciferazes testam (30 ml, turéta 2—8 °C)

Konce | Galiga _ .
) . | Vajadzigais
Reagents ntracij | koncentracija
daudzums
a barotné
RPMI-1640 | — — 27 ml
FBS — 10 % 3 ml

2) Fermenta Skiduma sagatavosana

Liofilizetu attiritu luciferazes fermentu izSkidina stobrina, tam pievienojot 200 ul 10 ~
100 mM Tris/HCI vai Hepes/HCI (pH 7,5 ~ 8,0), kas papildinats ar 10 % (masa/tilp.)
glicerina, fermenta Skidumu sadala 10 pl alikvotas vienreizlietojamos 1,5 ml stobrinos
un -80 °C tur saldétava. Sasaldéto fermenta Skidumu péc tam var izmantot 6 ménesus.
Kad Skidumu izmanto, katram fermenta Skiduma (atSkaidita fermenta Skiduma)
stobrinam pievieno 1 ml luciferazes testa barotnes (RPMI-1640 ar 10 % FBS) un to tur
uz ledus, lai nenotiktu dezaktivacija.

3) Bioluminiscences meriSana

Testa reagentu Tripluc® Luciferase (Tripluc) atkausé un tur istabas temperatiira vai nu
tdens vanna, va apkart§jas vides temperatiird. Luminometru ieslédz 30 min pirms
meérfjumu sakSanas, lai fotoelektronpavairotajlampa nostabilizétos. 100 pl atSkaidita
fermenta Skiduma parnes uz melnu 96 iedobju plati (plakandibena) (SLO
referencparaugu uz #B1, #B2, #B3, SLR referencparaugu uz #D1, #D2, #D3). Tad
100 pl ieprieks sasildita 7ripluc ar automatisko pipeti parnes uz katru plates iedobi,
kura ir atSkaiditais fermenta Skidums. Ar plates kratitaju plati 10 min krata istabas
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temperattra (apm. 25 °C). Iedob&s Skiduma likvidé burbulus, ja tadi paradas. Lai
izmeritu luciferazes aktivitati, plati ieliek luminometra. Bioluminiscenci méra gan bez
optiska filtra (F0), gan ar to (F1), katrreiz 3 s.

Optiska filtra parvades koeficientu aprékina sadi:

parvades koeficients (SLO (kOre0))= (#B1 ar F1+ #B2 ar F1+ #B3 ar F1) / (#B1 ar FO+
#B2 ar FO+ #B3 ar F0)

parvades koeficients (SLR (kRre0))= (#D1 ar F1+ #D2 ar F1+ #D3 ar F1) / (#D1 ar FO+
#D2 ar FO+ #D3 ar F0)

Aprekinatos parvades koeficientus izmanto visiem mérfjjumiem, ko veic ar to pasu
luminometru.

Aprikojuma kvalitates kontrole

Jaizmanto IL-8 Luc protokola aprakstita procediiras (18).
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Pirms $aja testéSanas metodes B.71 papildinajuma aprakstita testa regularas izmantoSanas
laboratorijam jaapliecina sava tehniska kompetence, iegiistot paredzamo testa IL-8 Luc
prognozi attieciba uz 1. tabula ieteiktajam 10 vielam un attieciba uz vismaz 8 no 10
standartvielam iegistot vertibas, kuras ietilpst attiecigaja references diapazona. Citi atlases
kriteriji bija vielu komerciala pieejamiba un kvalitativu ar testu /L-8 Luc iegltu in vivo
references datu, ka art kvalitativu ar testu /L-8 Luc iegiitu in vitro datu pieejamiba. Par testu
IL-8 Luc ir pieejami arT publicéti references dati (6) (1).

1. tabula. Vielas, kuras ieteicams izmantot, lai pieraditu tehnisko kompetenci izmantot testu /L-8 Luc

Skidiba IL-8 Luc References
L . X- ) prognoze diapazons
Standartvielas CAS Nr Agregatsstavokll vivo™ 15 1{(’)1 ‘;::Zel 2 (ng/ml)°*
koncentracij prog cvest L8 Luc
a 20 mg/ml MIS®
4. sensibilizator
T 97-00-7 ciets neskist S pozitiva 2,3-3,9 0,5-2,3
dinitrohlorbenzols ¥ L
(loti specigs)
sensibilizator
formaldehids 50-00-0 Skidrs skist s pozitiva 9-30 4-9
(specigs)
2- 149-30- sensibilizator
merkaptobenztiazo 4 ciets neskist S pozitiva  250-290  60-250
Is (vidgjs)
107-15- sensibilizator
etiléendiamins 3 skidrs skist S pozitiva  500-700 0,1-0,4
(vidgjs)
ctilenelikola sensibilizator
dimetikriléts 97-90-5 Skidrs neskist s pozitiva ~ >2000  0,04-0,1
(V&)
o sensibilizator
4-alilanizols 140-67- Skidrs neskist s pozitiva > 2000 0,01~
(estragols) 0 ’ ’ Ty 0,07
(V&)
- nav
:Lrlefgg)mlcma 37841_(())- ciets skist sensibilizator negativa ~ >2000 > 2000
s
nav
glicerins 56-81-5 Skidrs Skist sensibilizator negativa  >2000 > 2000
s
nav
izopropanols 67-63-0 skidrs skist sensibilizator negativa  >2000 >2000

S

Saisinajumi: CAS Nr. — Chemical Abstracts Service registra numurs

! In vivo potence ir noteikta, izmantojot ECETOC ierosinatos kritérijus (19).

2 Balstoties uz vesturiski novérotajam vértibam (1) (6).
3 CVos un IL-8 Luc MIS aprekinatas ar EPI Suite™ doto $kidibu tiden.
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4 CVos: minimala koncentracija, pie kuras kimikaliju Inh-GAPLA vertiba ir mazaka par 0,05.

5 MIS: zemaka koncentracija, pie kuras kimikalija atbilst pozitivuma kriterijiem.
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3.4. papildinajums

INDEKSI UN SLEDZIENU KRITERIJI
nIL8LA (nSLO-LA)

i-tas koncentracijas (i = 0-11) j-to atkartojumu (j = 1-4) mera attiecigi /LSLA (SLO-LA) un
GAPLA (SLR-LA). Normalizeta IL8LA, ko déve par nIL8LA (nSLO-LA), ir definéta $adi:

Ta ir §a testa pamatmérvieniba.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Atkartojuma vid€jotas nlL8LA (nSLO-LA) palielinajuma pakape pie i-tas koncentracijas
salidzinajuma ar 0-to koncentraciju, /nd-ILSLA, ir §a testa pamatmeérs. So attiecibu izsaka ar
$adu formulu:

Ind — IL8LA; = {(1/4) x ¥;nIL8LA;;}/{(1/4) x ¥;nIL8LA;}

Vadosa laboratorija ierosinajusi uzskatit, ka pozitivam test€§jamas kimikalijas rezultatam
atbilst vertiba 1,4. Sis vértibas pamata ir vado$as laboratorijas vésturisko datu izpéte. Datu
parvaldibas grupa So veértibu izmantojusi visos validacijas pétijuma posmos. Primarais
iznakums, Ind-ILSLA, ir divu aritmé&tisko vid€jo attieciba, ka redzams vienadojuma.

95 % ticamibas intervals (95 % TI)

Balstoties uz So attiecibu, var aplést 95 % ticamibas intervalu (95 % TI), kas parada, cik
precizs ir §is primara iznakuma meérs. 95 % TI apaks€ja robeza > 1 liecina, ka n/L8LA pie i-
tas koncentracijas ir ievérojami lielaka neka skidinataja kontroles gadijuma. 95 % TI var
iegiit vairakos veidos. Saja pétijuma $adam noliikam izmantota Filera [[Fieller] teoréma. Péc
S1s teorémas 95 % ticamibas intervalu ieglst saskana ar §adu formulu:

—B — VB2 —4AC —B + VB% —4AC
2A ’ 2A '

kur:

22 42 sdg _ - _ o2 _ 42 sdy; —
A = X5 —tho750) X o B=-2XXXy, C=¥{ —tho7501) X - unng = 4,
0 yi

%o = (1/ng) X ¥ynlL8LA,;, sd2 = {1/(no — 1)} X ¥;(nIL8LAy — Xo)’,
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ny =4, y; = (1 /nyi) X Z]—(nILSLAi]-), sd}z,i ={1 /(ny]- - 1)} x zj(nILsLAij - yi)z.

t)975(v) ir centrala t sadalijuma 97,5. procentile ar brivibas pakapes y), kur

_ (398 4 59 (98 ey (&) _
V= (no + ny; ) / {( no) /(ny—1) + - /(nyi 1) )
Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Inh-GAPLA ir i-tas koncentracijas atkartojuma videjotas GAPLA (SLR-LA) attieciba pret
attiecigo Skidinataja kontroles vertibu, un to izsaka

Inh — GAPLA; = {(1/4) X ; GAPLA;;}/{(1/4) X X; GAPLA,;}.

Ta ka GAPLA ir nILS8LA saucgjs, loti maza vertiba izraisa lielas nIL8LA variacijas. Tapéc

var uzskatit, ka, ja Inh-GAPLA vértiba ir loti maza (mazaka par 0,05), Ind-ILSLA vertibas ir
neprecizas.
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3.5. papildinajums

METODES, KA IZSKIDINAT KIMIKALIJAS TESTA IL-8 LUC VAJADZIBAM: SHEMA

a) Kimikalijas, kas X-VIVO™ ]5 §kist koncentracija 20 mg/ml
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Ja kimikalija skist X-vIvo™ 15 [1. izpildes reize) —
At djuma koeficientss
20 mg/mil lzejskadums
Atilaidijuma koeficients 2 {4mg/ml}

aaaaaaaaaaa&

1 me/ml d g ml
. Zmg/ml

l Fievienaot Einu suspensijai 296 iedobju platg (50 ps0 wl)

el b b e e

08 e /ml Z2me'ml
g =E====ssssssssmmmmEmsEmEEmEmem== 1 mg' ml

Moteikt augstdko koncentraciju 2ados eksperimentos

w H““ﬁ-.__.‘ CWOS; zemaka koncertracija, pie kurss Inh- GAPLA i
£ < 0,05 {izejskduma koncentracija x 1/ askaidijuma
: \ koeficients (X))
15
- /

Galed boncantricip 2.3 un 4 el perimants

Inh-G AP LA

gﬁ{

lmg/ml 4 mg/ml
0 Ereeesesmssas O5mg'ml Zme/ml

2., 3. vaid. izpildes reize '
aslea dit
™ 1x v TV 05 (u izejila
-vivo " 15 kontrole o " Ax CVOS {3x izejskiduma
Atzlaidijuma koef. 1.5 koncentradija = 1/%)

el e e e b b e b e L

Pigvienot 0nam 96 iedobju platd &0 S0 W)

2xCV05

-

515



D060575/02
b) Kimikalijas, kas X-VIVO™ [5 koncentracija 20 mg/ml neskist

I
Eotel un
20 r.,.”-?.'r- centrifugét
A dilution factor of 2

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ&

*1M024 »1/54
1".1.!':1.4 =128 #1732 ®1/2 wli2

Ja kimikalija X-VIVO"™ 15 neskist (1. izpildes
reize) Supernatants

lizejskidums)

Pievienot SGnu suspensijal 86 jedobju plate (50 pl:50 )

bl b e e b b b

®1/2048 ®1I512 x1 28 ®1132 xlig ®1i2 i
0 *1M024 x1/256 w154 »1ME wlid Galigais
atskaidijums
{ A o . - .
T CWO5; zemaka koncentracija, ple kuras Inh-GAPLA ir
é . < 0,05 [izejkiduma koncentracija x 1/atikaidijuma
<. i koeficients (X))

et PR E— x1/8 x12
0 x1M024 1/ 218 xli4
2., 3.vai 4. izpildes reize
als }‘ll HII
™ A CVOS (4 izejEkiduma
XVIVE TS kontrole Atikaidijuma koef. 1,5 koncentracija x 1/X)

Qaaaaaaaaaé

Fievienot Sunam 296 iedobju platé (50 ph50 wl)

l 2xCNVOS
b b b bl b bl b e bl
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3.6. papildinajums

METODE, KA IZSKIDINAT 4-NBB IZMANTOSANAI PAR POZITIVO KONTROLI
TESTA IL-8 LUC VAJADZIBAM: SHEMA

Pozitiva kontrole: 4-NBB {X-VIVO™ 15 nedkist)

Atzkaidijuma koef. 4

Rotét un

_ centrifugét  Supernatants x1/4
20 mg/m| x1

AtZleaidTjuma koef. 2

= = =

X116 x1/4
¥-vivo™ 15 xs
kontrole
Fievienot 3inam 96 iedobju
.l plate (50 pk50 i)

|_|

KAVOT™ 15 1132 x1/16 x1/6
kontrole

2
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9) C dalai pievieno $adas nodalas:

“C.52. PAPLASINATAIS VIENAS MEDAKU PAAUDZES REPRODUKCIJAS TESTS
(MEOGRT)

IEVADS

1.

ST testéSanas metode ir ekvivalenta ESAO testéSanas vadlinijai (7G) Nr. 240 (2015).
Paplasinatais vienas medaku paaudzes reprodukcijas tests (MEOGRT) ir visaptverosa testa
metode, kura, izmantojot vairakas paaudz€s eksponétas zivis, ieglst datus, kas relevanti
kimikaliju (arT domajamu endokrini disruptivu kimikaliju, EDK) ekologiskas bistamibas un
radito risku noveértésanai. Testa MEOGRT ekspoziciju turpina Iidz izskilSanas bridim (lidz
divam ned€lam péc apaugloSanas, npa) otraja (F2) paaudze. Lai pamatotu lietderibu
paaudzi F2 turpinat péc izskilSanas, biitu vajadziga papildu izpéte; paslaik nav pietickamas
informacijas, kas lautu noteikt relevantus nosacijumus vai kriterijus, kuri dotu pamatu
paaudzes F2 turpinasanai. Tomér, nemot veéra jaunu informaciju un datus, §T test€Sanas
metode var tikt atjauninata. Noteiktos apstaklos (piem., ja kimikalijai ir liels
biokoncentrésanas potencials vai indikacijas par parpaaudzisku ietekmi citos taksonos),
potenciali varétu noderét noradijumi par paaudzes F2 turpinasanu. Ar So testéSanas metodi
var izvertét kimikaliju (arT potencialu endokrini disruptivu kimikaliju) potencialo hronisko
ietekmi uz zivim. Metod€ galvenais uzsvars likts uz potencialo ietekmi populacijas [iment
(proti, nelabveliga ietekme uz izdzivotibu, attistibu, pieaugumu un reprodukciju), kas dod
iespgju aprékinat nenoverojamas ietekmes koncentraciju (NOEC) vai efektivo
koncentraciju (ECx); tomér jaatzime, ka ECx pieejas reti ir pieméerotas lieliem Sada veida
petijumiem, jo test€jamo koncentraciju skaitu palielinat tik liela méra, lai varétu noteikt
vajadzigo ECx, var but nepraktiski, turklat liela izmantoto dzivnieku skaita d€] tas var radit
ievérojamas bazas no dzivnieku labklajibas viedokla. Ja kimikalija nav janovérté vairakas
paaudzes vai nav potenciala endokrini disruptiva kimikalija, piemérotakas var bt citas
testéSanas metodes (1). Piemérotaka suga Sai test€Sanas metodei ir Japanas medaka, jo tai
ir 1ss dzives cikls un var noteikt genétisko dzimumu (2), kas $aja metod€ ir izskirigi
svarigi. Saja metodé aprakstitas konkrétas metodes un novérojamie beigupunkti attiecas
tikai uz Japanas medaku. Citas mazu sugu zivis (piem., zebrzivis) var izmantot ar [idzigu
testéSanas protokolu.

ST testé$anas metode méra vairakus biologiskos beigupunktus. Galvenais uzsvars likts uz
potencialo nelabvéligo ietekmi uz populacijas ltmena parametriem, tostarp izdzivotibu,
vispar€jo attistibu, pieaugumu un reprodukciju. Otrkart, lai iegiitu informaciju par
mehanismiem un gltu sasaisti ar citu veidu lauka un laboratorijas pétijjumu rezultatiem
gadijumos, kad ir vélaki pieradijumi par kimikalijas potencialu but endokrini disruptivai
(piem., androgéniska vai estrogé€niska darbiba citos testos), noderigu papildu informaciju
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iegiist, m&rot vitelogenina (vtg) informativo RNS (iRNS) (vai vitelogenina proteinu,
VTG), fenotipiskas sekundaras dzimumpazimes (SDzP), kas saistitas ar genétisko
dzimumu, un izvertgjot histopatologiju. Japiezimé: ja nav aizdomu, ka test€jama kimikalija
vai tas metaboliti varétu bit EDK, mérit Sos sekundaros beigupunktus var nebit vajadzigs
un piemérotak varétu biit veikt petijumu, kur§ prasa mazak resursu un kura izmanto mazak
dzivnieku (1). Saja testé8anas metodé izmantotas definicijas ir sniegtas 1. papildindjuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

3. Ta ka testétas salidzino$i nedaudzas kimikalijas un $a visai sarezgita testa validéSana
iesaistijusas salidzino$i nedaudzas laboratorijas, ir gaidams, ka tad, kad biis pieejami
pietieckami daudzi pétijumi, lai var€tu novertet $a jauna petijjuma plana ietekmi, test€Sanas
metode tiks parskatita un vajadzibas gadijuma grozita, nemot véra giito pieredzi. Datus var
izmantot ESAO endokrino disruptoru test€Sanas un novertéSanas konceptuala satvara
5. liment (3). TestéSanas metodes sakuma pieaugusas zivis (paaudze FO) reproduktivaja
fazg tiek eksponétas test€jamajai kimikalijai. Ekspozicija turpinas paaudzes F1 attistibas un
reprodukcijas, ka arT paaudzes F2 izskilSanas laika; tadgjadi ar testu var izverteét gan
strukturalos, gan aktivacionalos endokrinos celus. Interpret€jot endokrinos beigupunktus,
var izvel&ties pieradijumu svara pieeju.

4. Testa jaizmanto tik daudzi Tpatni, lai testa jauda bitu pietieckama reproduktivi relevanto
beigupunktu izveérte€Sanai (sk. 3. papildinagjumu), tomér dzivnieku labklajibas noluka
vienlaikus jariip€jas, lai tiktu izmantots minimalais vajadzigais dzivnieku skaits. Nemot
vera, cik daudzi testa dzivnieki vajadzigi, ir rlpigi jaapdoma, vai tests patieSam ir
vajadzigs, proti, vai relevantu informaciju par daudziem MEOGRT beigupunktiem jau
nesatur esosie dati. Saja zina var palidzet ESAO zivju toksicitates testesanas satvars (1).

5. TesteéSanas metodes pamatmeérkis ir noskaidrot vienas vielas ietekmi. Ja rodas vajadziba
test€t maisfjumu, ir jaapsver, vai ar to var iegiit paredz€tajam regulativajam nolikam
pienemamus rezultatus.

6. Ir svarigi, lai pirms testa sakSanas bitu pieejama informacija par test€§jamas kimikalijas
fizikalkimiskajam ipasibam, 1pasi talab, lai varétu iegtt stabilus kimikalijas Skidumus.
Svarigi ir ari tas, lai blitu pieejama pietiekami jutiga analitiskd metode test€jamas
kimikalijas koncentraciju verificéSanai.

TESTA PRINCIPS

7. Testa sakuma dzimumgatavus té€vinus un matites (vismaz 12 npa) vaislas paros 3 ned€las
eksponé test€jamajai kimikalijai, kura Saja laika atbilstoSi savai toksikokinétiskajai
uzvedibai izplatas vecakpaaudzes (F0) organisma. P&c iesp€jas tuvak ceturtas nedélas
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pirmajai dienai savac ikrus paaudzes F1 sakSanai. Paaudzes F1 audz€Sanas laika
(15 nedglas) noverte Skilstibu [izskilSanas raditajs] un izdzivotibu. Turklat izlases veida 9—
10 npa parbauda zivju ontogenétiskos beigupunktus un 12.—-14. npa tris ned€las noverte
narstoSanu. Kad apritgjusi tresa reproduktivas noveértéSanas nedélas, sak paaudzi F2, ko
audze lidz izskilSanas beigam.

TESTA DERIGUMA KRITERIJI
8. Piemé@rojami $adi testa deriguma kritériji:

- iz8kidusa skabekla koncentracijai visa testa laika jabtt > 60 % no gaisa piesatinajuma
vértibas;

- vidgjai tidens temperatirai visa petijjuma gaita jabut diapazona no 24 Iidz 26 °C. Atsevisku
akvariju 1slaicigas novirzes no §1s vidgjas vertibas nedrikst parsniegt 2 °C;

- kontrolu vidgjai fekunditatei abas paaudzes (FO un F1) jabit lielakai neka 20 ikri uz pari
diena. Visu novértésanas laika producéto ikru fertilitatei japarsniedz 80 %. Turklat 16 no
rekomendg@tajiem 24 kontroles vaislas pariem (> 65 %) vajadz&tu producét vairak neka
20 ikrus uz pari diena;

- kontrol@s ikru Skilstibai jabiit > 80 % (vid€ji) (gan paaudzé F1, gan F2);

- 1zdzivotibai péc iz8kilSanas 11dz 3 npa un no 3. npa lidz paaudzes F1 nonavésanai (t. 1.,
15. npa) kontrolés (F1) jabut attiecigi > 80 % (vid€ji) un > 90 % (videji);

- jabut pieejamam liecibam, ka testejamas kimikalijas koncentracija Skiduma ir apmierinosi
uzturéta + 20 % diapazona ap vid€jam izméritajam vertibam.

Lai gan tdens temperatira nav deriguma kriterijs, apstradatie replikati nedrikstétu biit
statistiski atSkirigi, un ar1 apstradatas testa grupas nedrikstetu statistiski viena no otras
atSkirties (ik dienas veiktu temperatiiras meérjjumu zina un neskaitot 1slaicigas novirzes).

9. Lai gan vairak eksponé&tajas grupas var biit novérojami samazinati vairoSanas raditaji,
reprodukcijai vismaz treSas lielakas ekspozicijas grupa un visas mazakas ekspozicijas FO
grupas jabut pietiekamai, lai piepilditu SkilSanas inkubatorus. Turklat paaudzes F1 treSas
lielakas ekspozicijas grupa un mazakas ekspozicijas grupas embriju izdzivotibai jabiit
pietickamai, lai bitu iesp&ams izvertét beigupunktus gandriz pieaugusu Ipatnu
paraugojuma (sk. 36. un 38. punktu un 9. papildinajumu). Turklat paaudzes F1 otras
augstakas ekspozicijas grupa jabiit vismaz minimalai izdzivotibai péc izskilSanas (~20 %).
Tie nav gluzi deriguma kritériji, bet rekomendacijas, kuru ieveéroSana laus aprékinat
robustas NOEC vertibas.
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10. Ja nov@rojamas novirzes no testa deriguma kriterijiem, sekas jaapluko kopsakara ar testa
rezultatu ticamibu un §1s novirzes un apsvérumi jaatspogulo testéSanas parskata.

METODES APRAKSTS

Aprikojums

11. Parastais laboratorijas aprikojums, jo Ipasi:

a) skabekla un pH mérinstrumenti;
b) aprikojums @idens cietibas un sarmainibas noteikSanai;
c) attiecigs aprikojums temperatiiras reguléSanai un, vélams, nepartrauktam monitoringam;

d)kimiski inerta materiala tvertnes ar piemérotu ietilpibu attieciba uz ieteicamo
noslogojumu un piepilditibu (sk. 3. papildinajumu);

e) pietiekami precizi svari (t. i., ar precizitati = 0,5 mg).

Udens

12. Par testa udeni var izmantot jebkadu tdeni, kura testa sugu dzivnieki uzrada pietickamu
ilgtermina izdzivotibu un pieaugumu. Ta kvalitatei testa laika jabiit nemainigai. Lai
nodroSinatu, ka atSkaidiSanai izmantotais tidens nerada nepienacigu ietekmi uz testa
rezultatu (piem., test€§jamas kimikalijas kompleks€Sanas cela) vai nelabvéligi neietekmé
vaislas zivju raditajus, noteiktos starplaikos janem paraugi analizei. Ja zinams, ka
atSkaidiSanai izmantota tUdens kvalitate ir relativi nemainiga, tad, piem., reizi seSos
meénesos javeic smago metalu (piem., Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), biezak sastopamo anjonu un
katjonu (piem., Ca**, Mg**, Na*, K*, CI,, SO4*), pesticidu, kop&ja organiska oglekla un
suspendéto cietvielu merfjumi. Dazas pienemama atSkaidiSanas idens kimiskas pasibas ir
noraditas 2. papildinajuma. Udens pH jabut diapazona no 6,5 1idz 8,5, bet konkréta testa
tam jabut + 0,5 pH vienibu diapazona.

Ekspozicijas sistema
13. Tas, kadai jabiut ekspozicijas sistemas uzbtvei un materialiem, nav noteikts. Veidojot testa
sisteému, jaizmanto stikls, nerfisoSais te€rauds vai cits kimiski inerts materials, kas nav

kontamingts citos testos. Sa testa vajadzibam labi piemérota ekspozicijas sistéma var bit
pastavigas caurpliides sistema (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13).

Testa Skidumi
14. Testejamas kimikalijas izejSkidumu ekspozicijas sisteéma ievada ar piemérotu sikni. Pirms
ekspozicijas sakSanas izejSkiduma caurpliidumu kalibré péc testa Skiduma analitiskajiem

raditdjiem un testa gaita to periodiski parbauda volumetriski. Atkariba no test€jamas
kimikalijas stabilitates un tidens kvalitates testa Skidumu katra kamera pienacigi atjaunina
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(piem., no vismaz 5 tilpumatjauninaSanam diena lidz 16 tilpumatjauninasanam diena vai
11dz 20 ml/min caurplidumam).

15. Izraudzito koncentraciju testa Skidumus sagatavo, atSkaidot izejSkidumu. IzejsSkidumu
vElams sagatavot, test€jamo kimikaliju atSkaidiSanas Gideni vienkar$i iemaisot vai taja
iejaucot ar mehaniskiem Ilidzekliem (piem., samaisot un/vai apstradajot ar ultraskanu).
Piemé@rotas  koncentracijas izejSkiduma iegiiSanai var izmantot piesatinasanas
kolonnas/sistemas vai pasivas dozeéSanas metodes (14). Katra zina jacensas izvairities no
Skidinataju vai nes€ju izmantoSanas, jo: 1) dazi Skidinataji pa$i var izraisit toksicitati
un/vai nevélamu vai negaiditu atbildreakciju, 2) ja test§jamas kimikalijas koncentracija
parsniedz tas Skidibu tdeni (ka nereti gadas, ja izmanto Skidinatajus), noteiktas efektivas
koncentracijas var biit nepareizas, 3) Skidinataju izmantosSana ilgakos testos var radit
ievérojamu bioplévi, kas saistama ar mikroorganismu aktivitati, un ta var ietekm&t vides
apstaklus, ka ar7 sp&ju uzturét ekspozicijas koncentracijas, un, 4) ja nav vésturisko datu,
kas pierada, ka $kidinatajs p&tijuma iznakumu neietekmé, Skidinatajus var izmantot tikai ar
Skidinataja kontroli, savukart tas ir pretruna dzivnieku labklajibas principiem, jo testa
veiksanai tad vajadzigi papildu dzivnieki. Skidinataju izmanto ka galgju lidzekli sarezgiti
test§jamu kimikaliju gadijuma, un piemérotako metodi izvélas, izmantojot ESAO
noradijumu dokumentu Nr. 23 par sarezgiti test€jamu vielu un maisijumu tdenstoksiskuma
testéSanu (15). Skidinataja izvéli nosaka testjamas kimikalijas kimiskas Ipasibas un
pieejamie vesturiskie dati par Skidinataja izmantoSanu. Ja izmanto par nes€ju izmanto
Skidinataju, jaizverté iespgja lidzas bezSkidinataja (negativajam) kontrolem (tikai
atSkaidiSanas Udens) izmantot pienacigas Skidinataja kontroles. Ja no Skidinataja
izmantoSanas nevar izvairities un noveérojama mikrobiala aktivitate (biopléves veidoSanas),
ieteicams visa testa laika registrét/ parskata noradit biopléves apméru katra tvertné
(vismaz reizi nedéla). Ideala gadijuma Skidinataja koncentracija Skidinataja kontrol€ un
visas apstradatajas grupas biitu jauztur nemainiga. Ja Skidinataja koncentraciju neuztur
nemainigu, Skidinataja kontrol jaizmanto augstaka skidinataja koncentracija, ko izmanto
apstradé. Gadijumos, kad par nes€ju izmanto Skidinataju, maksimalajai Skidinataja
koncentracijai nevajadzetu parsniegt 100 pl/l vai 100 mg/l (15), un ir ieteicams Skidinataja
koncentraciju saglabat péc iespgjas mazu (piem., <20 ul/l), lai noverstu iesp&jamu
Skidinataja ietekmi uz méritajiem beigupunktiem (16).

Testa dzivnieki

Zivju izvéle un turésana
16. Testa suga ir Japanas medaka (Oryzias latipes), jo tai ir 1ss dzives cikls un nosakams
genétiskais dzimums. Lai gan ar 1idzigu testéSanas protokolu var izmantot citu mazu zivju
sugu parstavjus, Saja testéSanas metod€ aprakstitds konkrétas metodes un nove€rojamie
beigupunkti attiecas tikai uz Japanas medaku (sk. 1. punktu). Ir viegli panakt medakas
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vairoSanos nebrive; ir publictas tas kultivéSanas metodes (17) (18) (19), un ir pieejami
dati no istermina letalitates, agrino dzives cikla stadiju un pilna dzives cikla testiem (5) (6)
(8) (9) (20). Visas zivis paklauj 16 stundu fotoperiodam (8 tumsas stundas). Zivis baro ar
dziviem saliidens vézveidigo Artemia spp. nauplijiem, vajadzibas gadijuma papildus dodot
komerciali pieejamas baribas parslas. Ar analizém regulari parliecinas, ka komerciali
pieejamajas baribas parslas nav kontaminantu.

Ja vien tiek iev€rota pienaciga audzeSanas prakse, 1pass kultivéSanas protokols nav
vajadzigs. Pieméram, lidz 4. npa medakas var audzet 2 | tvertnes, kuras tur 240 zivju
kapurus uz tvertni, péc tam lidz 8. npa 2 1 tvertnés, kuras tur 10 zivis uz tvertni, un beigas
tas tur vaislas paros 2 1 tvertnés.

Zivju aklimatizdacija un atlase

18.

19.

20.

Testa zivis jaatlasa no viena laboratorijas krajuma, kas vismaz divas ned€las pirms testa
aklimatiz€jies tados tidens kvalitates un apgaismojuma apstaklos, kas Iidzinas testa
apstakliem (piezime: $is aklimatizacijas periods nav in situ pirmsekspozicijas periods). Ir
ieteicams testa zivis kultivet ieks$gji, jo pieaugusu zivju transport€Sana ir stresors, kas var
kavét paredzamu narstoSanu. Zivis visa turéSanas perioda laika divreiz diena baro ar
saliidens garnelu nauplijiem, un ekspozicijas fazé tam vajadzibas gadijuma papildus dod
komerciali pieejamas baribas parslas. Uzskatams, ka, lai nodroSinatu pietieckamu
replikaciju, testa sakSanai vajadzigi vismaz 42 vaislas pari (ja vajadziga Skidinataja
kontrole, tad 54 vaislas pari, dalgji tapec, ka nav veésturisku datu, kas lautu izmantot tikai
Skidinataja kontroli). Turklat, lai noveérstu spontanu XX tévinu iesp&amu ieklausanu,
japarliecinas, ka katrs paaudzes FO wvaislas paris ir XX un XY (proti, normala
dzimumhromosomu kombinacija gan matitei, gan t€vinam) (sk. 39. punktu).

Aklimatizacijas faz€ jaregistré kultivéto zivju mirstiba un péc 48 h stabilizacijas perioda
japieméro sadi kriteriji:
Jja mirstiba kultivétaja populacija septinas dienas pirms parneses uz testa sist€ému parsniedz
10 %: partiju talakai test€Sanai neizmanto vispar;
Jja mirstiba populacija septinas dienas pirms parneses uz testa sistemu ir diapazona no 5 %
11dz 10 %: 2 nede€lu aklimatizacijas periodam pievieno vél septinas papildu dienas; ja
nakamo septinu dienu laika mirstiba parsniedz 5 %, partiju talakai testeSanai neizmanto
vispar;
ja mirstiba populacija septinas dienas pirms parneses uz testa sist€mu nesasniedz 5 %:
partiju pienem.

Divu nedelu aklimatizacijas perioda pirms testa zivim nevajadzetu arstét slimibas, un
ekspozicijas laika no slimibu arstéSanas jaizvairas vispar, ja iesp&jams. Zivis ar kliniskam
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slimibas pazim@ém pétijuma neizmanto. Jafikse visi nov€rojumi un profilaktiska vai
terapeitiska slimibu arstéSana kultivéSanas perioda pirms testa.

21. Ekspozicijas fazi sak ar gené&tiski dzimumnoskirtam pieaugusam zivim, kuram ir skaidri
izteiktas dzimumatskiribas un kuras izraudzitas no reproduktivi nobriedusiem laboratorijas
dzivniekiem, kas kultiveti 25 + 2 °C. Nem zivis, kas nedéla pirms ekspozicijas pieradijusas
sp&ju vairoties (proti, radijusas dzivotsp&jigus pe&cnacgjus). Visa testd izmantoto zivju
grupa katra dzimuma Ipatnu masai testa sakuma jabiit diapazona + 20 % no attieciga
dzimuma Tpatnu vidgjas aritmé&tiskas masas. Lai noteiktu vid€jo masu, zivju apaksizlasi
pirms testa nosver. Atlasitajam zivim jabiit vismaz 12. npa, matit€ém > 300 mg un t€viniem
> 250 mg.

TESTA PLANS

Testejamas koncentracijas

22. leteicams izmantot piecas kimikalijas koncentracijas un vienu vai vairakas kontroles.
Izveloties test€jamo koncentraciju diapazonu, janem véra visi informacijas avoti, tostarp
struktiiras un aktivitates kvantitativas sakaribas (OSAR), informacija par analogiem, zivju
testu (piem., aktitas mirstibas testu) rezultati (5a pielikuma C.1. nodala), zivju Tstermina
reprodukcijas testu rezultati (52 pielikuma C.48. nodala) un citu testéSanas metozu, piem.,
sa pielikuma C.15., C.37., C4l1., C.47. vai C.49. nodala aprakstito metozu (21) (22) (23)
(24) (25) (26), rezultati, ja tadi pieejami, vai, ja nepiecieSams, rezultati no diapazona
noteikSanas testa, kura var bit ieklauta arT reprodukcijas faze. Ja nepiecieSams, diapazona
noteikSanas testu var veikt lidzigos apstaklos (idens kvalitate, testa sisttma, noslogojums
ar dzivniekiem) ka galigo testu. Ja nakas izmantot $kidinataju un vésturisku datu nav,
diapazona noteikSanas testd var noskaidrot Skidinataja piemeérotibu. Augstaka testejama
koncentracija nedrikst parsniegt Skidibu tideni, 10 mg/l vai 1/10 no 96 h LCso (27).
Zemakajai koncentracijai jabuit 10 lidz 100 reizes mazakai par augstako. Piecu
koncentraciju izmantoSana Saja testa dod iesp&u ne vien izmerit devas—atbildreakcijas
sakaribas, bet arT noskaidrot zemako nenovérojamas ietekmes koncentraciju (LOEC) un
NOEC, kas dazas regulativajas programmas vai jurisdikcijas nepiecieSams riska
noveértéSanai. Atstatuma koeficients starp test§jamas kimikalijas nominalajam
koncentracijam blakusesoSos apstrades limenos parasti ir < 3,2.

Apstrades grupu un kontrolu replikati

23.Jaizmanto vismaz seSas replikatkameras uz testa koncentraciju (sk. 7. papildinajumu).
Reproduktivaja fazé (iznemot paaudzei FO) replikacijas struktiiru dubulto fekunditates
novertésanai, un katra replikata ir tikai viens vaislas paris (sk. 42. punktu).
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Papildus test€jamajam koncentracijam vajadziga ari atSkaidiSanas tidens kontrole un
vajadzibas gadijuma ar1 skidinataja kontrole. Lai nodrosinatu pietieckamu statistisko jaudu,
kontrolém jaizmanto dubults replikatkameru skaits (t.i., kontrolém izmanto vismaz
divpadsmit replikatus). Reproduktivaja faze€ replikatu skaitu kontrol€s dubulto (t. i., vismaz
24 replikati, tikai viens vaislas paris uz replikatu). P&c reproducésanas kontroles replikatos
vajadzetu bt ne vairak ka 20 zivju embriju.

PROCEDURA

Testa sak§ana

25.

26.

Reproduktivi aktivas pieaugusas zivis, ko izmanto testa paaudzes FO izveidei, atlasa péc
diviem krit€rijiem: vecums (parasti vairak neka 12 npa, bet ieteicams neparsniegt 16 npa)
un masa (> 300 mg matitém un > 250 mg t€viniem).

MatiSu un teévinu parus, kas atbilst §STm specifikacijam, ka atseviskus parus ievieto katra
replikattvertne, ta testa sakuma iegiistot divpadsmit kontroles replikatus un seSus ar
kimikaliju apstradatus replikatus. STm tvertném péc nejausibas principa nosaka apstradi
(piem., TI-T5 un kontrole) un replikatu (piem., A-L kontrolei un A—F apstradei) un tad
ievieto ekspozicijas sist€éma, uz katru tvertni nodrosinot attiecigu plismu.

Ekspozicijas nosacijumi

27.

28.

Pilnigs testa parametru un nosacijumu kopsavilkums atrodams 3. papildinajuma. Ja §is
specifikacijas tiek ieverotas, kontroles zivju beigupunktu vertibam vajadzetu but lidzigam
tam, kas noraditas 4. papildinajuma.

Testa laika vismaz viena katras apstrades grupas un kontroles testa trauka meéra izS§kiduSo
skabekli, pH un temperatiru. Sos mérfjumus (iznemot temperatiras mérfjumu) visa
ekspozicijas perioda veic vismaz reizi nedela. Videjai tidens temperatiirai visa testa laika
jabit diapazona no 24 lidz 26 °C. Temperatiiru visa ekspozicijas perioda méra katru dienu.
Udens pH jabiit diapazona no 6,5 1idz 8,5, bet konkréta testa tam jabat = 0,5 pH vienibu
diapazona. Apstradatie replikati nedrikstetu bt statistiski atSkirigi, un ar1 apstradatas testa
grupas nedrikstetu statistiski viena no otras atSkirties (ik dienas veiktu temperatiiras
mérfjumu zina un neskaitot 1slaicigas novirzes).

Ekspozicijas ilgums

29.

Testa tris nedelas tiek eksponétas reproduktivi nobriedusas paaudzes FO zivis. 4. nedéla
aptuveni 24. testa diena izveido paaudzi F1, bet paaudzes FO vaislas parus humani nonave
un registré to masu un garumu (sk. 34. punktu). P& tam paaudzi F1 eksponé vél
14 nedelas (kopa 15 ekspozicijas nedélas paaudzei F1) un paaudzi F2 eksponé divas
nedélas Iidz izskilSanas laikam. Testa kop€jais garums principa ir 19 nedélas (t. 1., lidz
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paaudzes F2 izSkilSanas laikam). Testa laika grafiki ir redzami 2. tabula un vél sikak
izskaidroti 9. papildinajuma.

Baro$anas reZims

30.

Zivis var ad libitum barot ar saludens vézveidigajiem Artemia spp. (24 h veciem
nauplijiem), vajadzibas gadijuma papildus dodot komerciali pieejamas baribas parslas. Ar
analiz€m regulari parliecinas, ka komerciali pieejamajas baribas parslas nav kontaminantu,
piem&ram, hlororganisko pesticidu, policiklisko aromatisko ogludenrazu (turpmak “PAQO”)
un polihlorbifenilu (turpmak “PHB”). Jaizvairas no baribas ar paaugstinatu endokrini
aktivu vielu Itmeni (piem., fitoestrogéniem), kas testa varétu ietekmét atbildreakciju. No
test€Sanas traukiem péc vajadzibas jaiznem neapésta bariba un izkarnijumi, piem., katras
tvertnes apakSdalu rupigi iztirot ar sifonu. Vienu vai divas reizes ned€la janotira ar1 katras
tvertnes sienas un dibens (piem., noskrap€jot netirumus ar skrapi). BaroSanas rezima
piemérs atrodams 5. papildinajuma. Baribas daudzumu nosaka pe&c zivju skaita uz
replikatu. Tas nozim¢g, ka baribas daudzumu samazina, ja replikata ir zivju naves gadijumi.

Analitiskie konstatéjumi un merijumi

31.

32.

Pirms ekspozicijas perioda sakuma janodroSina pareiza kimikalijas pievades sistémas
darbiba. Visam nepiecieSamajam analitiskajam metodeém jabit atzitam, un nepiecieSamas
ar1 pietiekamas zinaSanas par kimikalijas stabilitati testa sistéma. Testa laika pienacigos
intervalos nosaka test€jamas kimikalijas koncentracijas, vélams — viena katras apstrades
grupas replikata vismaz reizi nedela, katru nedelu izvéloties citu tas pasas apstrades grupas
replikatu.

Testa laika ar regulariem starplaikiem (piem., vismaz tris reizes nede€la) parbauda
atSkaiditaja un izejSkiduma caurplidumu. Rezultatus ieteicams balstit uz izmeritajam
koncentracijam. Tomer, ja test€§jamas kimikalijas koncentracija Skiduma visa testa laika ir
apmierinoSi uzturéta + 20 % diapazona ap vid€jam izmeéritajam vertibam, rezultatu var
balstit ka uz izmeritajam, ta nominalajam veértibam. Ja kimikalijas zivis ievérojami
uzkrajas, testa koncentracijas, zivim augot, var mazinaties. Tados gadijumos ieteicams
teste§jama Skiduma atjauninasanas raditaju katra kamera pielagot ta, lai testa koncentracija
paliktu iesp&jami nemainiga.

Noverojumi un meritie beigupunkti

33.

Meritie beigupunkti ir fekunditate, fertilitate, izSkilSanas, pieaugums un izdzivotiba, kas
lauj izvertet iesp&jamas populacijas Iimena ietekmes. Ik dienas turklat janoveéro uzvediba
un jaatzimé jebkadas uzvedibas Ipatnibas. Citi mehanistiski beigupunkti ietver hepatiskos
vtg iRNS vai VTG proteinu limenus, kas noteikti imiintesta (28), fenotipiskos
dzimummarkierus, piem., raksturigas teévinu analas spuras papillas, gonadiska dzimuma
histologisko izvért§jumu un nieru, aknu un gonadu histopatologisko izvert§jumu (sk.
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beigupunktu sarakstu 1. tabula). Visus Sos specifiskos beigupunktus izveérte ipatna
genétiska dzimuma noteikSanas konteksta, balstoties uz medakas tévinu géna dmy
klatesibu vai neesibu (sk. 41. punktu). Izverte art laiku 1idz narstos$anai. Turklat, izmantojot
analas spuras papillu skaitu, var iegiit vienkarSu fenotipisko dzimumu attiecibu, kas lauj
konkrétas medakas atzit par fenotipiskiem te€viniem vai matitem. Nav gaidams, ka §1
test€Sanas metode laus noteikt pieticigas novirzes no paredzamas dzimumu attiecibas, jo
salidzinoSi mazais zivju skaits replikata nedod pietickamu statistisko jaudu. Turklat
histopatologiskas novértésanas laika tiek izvertétas gonadas un tiek veiktas daudz
specigakas gonadiska fenotipa analizes genétiska dzimuma konteksta.

34. Galvenais §is testéSanas metodes meérkis ir novertét test€§jamas kimikalijas iesp&amo
populacijas Iltmena ietekmi. Mehanistiski beigupunkti (VTG, SDzP un konkrétas
gonadiskas histopatologiskas ietekmes) var palidzét ari noteikt, vai ietekmi medi€
endokrina iedarbiba. Tomér Sos mehanistiskos beigupunktus var iespaidot arT sist€émiska
toksicitate vai cita toksicitate. Lidz ar to, lai var€tu vieglak saprast atbildreakcijas
mehanistiskajos beigupunktos, var but vajadziba detalizéti novertét ari aknu un nieru
histopatologiju. Ja $o detalizéto izmekléSanu tome&r neveic, jebkura gadijuma jaatzimé un
parskata janorada histopatologiskaja izvertésana nejausi ievérotas butiskas anormalijas.

Humana zivju nonavésana

35. Beidzot paaudzes FO un F1 ekspoziciju (kad tiek apakSparaugotas gandriz pieaugusas
zivis), zivis biitu janonavé ar pienacigu anestétiska Skiduma daudzumu (piem., trikaina
metansulfonatu, MS-222 (CAS Nr.: 886-86-2), 100-500 mg/l), ko glotadu kairinajuma
mazinasanai atSkaida ar 300 mg/l NaHCOs; (natrija bikarbonats, CAS Nr.: 144-55-8). Ja
zivim novérojamas ievérojamu cieSanu pazimes (loti smagas, dro$i paredzama nave) un tas
uzskatamas par mirsto$am, tas anestez€ un eitanazg, bet datu analizes noltukos uzskata par
naves gadijumiem. Ja zivi eitanazeé tapéc, ka ta mirst, tas jaatzime€ un janorada parskata.
Atkariba no ta, kura pétijjuma bridi zivi eitanaz€, var zivi paturét, lai tai veiktu
histopatologisko analizi (zivi fiksét iesp&jamas histopatologijas vajadzibam).

Manipulacijas ar ikriem un zivju kapuriem

lkru ievaksana no vaislas pariem nakamdas paaudzes iegisanai
36. Parejot no paaudzes FO uz paaudzi F1, ikrus ievac 4. testa ned€las pirmaja diena (vai
vajadzibas gadijuma pirmajas divas dienas), bet no paaudzes F1 uz paaudzi F2 —
18. nedélas pirmaja diena (vai attiecigi pirmajas divas dienas). 18. testa ned€la atbilst
pieaugusam paaudzes F1 zivim 15 npa (ned€las pec apaugloSanas). Lai nodroSinatu, ka visi
no vaislas para ievaktie ikri ir no viena narsta, ir svarigi no katras tvertnes dienu pirms ikru
ievakSanas iztirit visus iepriek§€jos ikrus. P&c narsta medaku matites dazkart ikrus Iidz
bridim, kad tos var novietot uz substrata, tur pie urogenitalas atveres. Ja tvertné substrata
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nav, ikri biis vai nu pie matites, vai tvertnes dibena. Atkariba no to novietojuma ikrus
4. testa nedela (F0) vai 18. testa nedéla (F1) vai nu uzmanigi nonem matitei, vai ar sifonu
nonem no tvertnes dibena. Visus viena apstrades reizé savaktos ikrus pirms ievietosanas
inkubacijas kameras apvieno.

Ikru pavedienus, kas iznérstos ikrus notur kopa, nonem. No katra vaislas para (1 paris uz
replikatu) ievac apauglotos ikrus (Iidz 20), tos sagrup€ péc apstrades veida un sistematiski
sadala pa piemérotam inkubacijas kameram (6., 7. papildinajums). Izmantojot kvalitativu
stereomikroskopu, var saskatit agrinas apaugloSanas/attistibas pazimes, piem.,
apaugloSanas pléves (horija) piebrieSanu, notiekoSu S$tinu daliSanos vai blastulas
veidoSanos. Inkubacijas kameras var ievietot atseviskos “inkubacijas akvarijos”, ko izveido
katra veida apstradei (kada gadijuma tajos jamera tidens kvalitates parametri un test€jamas
kimikalijas koncentracijas), vai replikatakvarija, kura tur izskiluSos kapurus (piem.,
eleiteroembrijus jeb brivi peldoSos embrijus). Ja vajadziga otra vaksanas diena (23. testa
diena), apkopo visus ikrus no abam dienam un tos sistematiski iedala katra apstrades
replikata.

lkru audzésana lidz izskilsanas bridim

38.

39.

Apauglotos ikrus pastavigi kustina, piem., inkubatora laiZzot gaisa burbulus vai inkubatoru
vertikali S$tupojot. Ik dienas parbauda un registré apaugloto ikru (embriju) mirstibu.
Nedzivos ikrus no inkubatoriem iznem (9. papildinajums). 7. diena p&c apaugloSanas (dpa)
kustinaSanu izbeidz vai samazina ta, lai apauglotie ikri noséstos inkubatora dibena. Tas
veicina izSkilSanos, kas parasti notiek nakamaja vai aiznakamaja diena. Saskaita katra
apstrades un kontroles grupa iz8kiluSos Ipatnus (jaunos kapurus, eleiteroembrijus)
(replikatus apvienojot). Apauglotus ikrus, kas kontrolé nav izSkiluSies lidz divkarSotai
medianalajai dienai (parasti 16. vai 18. dpa), uzskata par dzivotnesp€jigiem un atmet.

Katra replikattvertné ievieto divpadsmit izSkiluSos 1patnus. IzSkiluSos Tpatnus no
inkubacijas kameram sakopo un sistematiski sadala pa replikattvertném (7. papildinajums).
To var izdarit, péc nejausibas principa izv€loties izskiluSos 1patni no apstrades grupas un
tad izSkiluSos 1patni neselektivi ievietojot replikatakvarija. Katra tvertné jabiit vienadam
skaitam (n=12) iz8kiluSos kapuru (ne vairak ka 20 kapuru katra). Ja nav pietieckami daudz
kapuru, lai vartu aizpildit visus apstrades replikatus, ir ieteicams tos sadalit ta, lai péc
iesp&jas lielaka skaita replikatu biitu 12 kapuri. Ar kapuriem var drosi veikt manipulacijas,
izmantojot liela diametra stikla pipetes. Liekos kapurus humani nonavé ar anestézijas
lidzekli. Pedgjas nedélas pirms vaislas paru izveides registré dienu, kura katra replikata
konstaté pirmo narstosanu.

Vaislas paru sagatavoSana

Spuru paraugosana un genotipiska dzimuma noteiksana
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40. Genotipiska dzimuma noteikSanu spuru paraugosanas cela veic 9—10 npa (t. i., paaudzei F1
12.—13. testa ned&la). Lai noteiktu ipatna genotipisko dzimumu, visas tvertné esosas zivis
anestez€ (izmantojot apstiprinatas metodes, piem., JACUC) un no astes spuras dorsala vai
ventrala gala panem nelielu audu paraugu (29). Replikata zivis var turét nelielos biros,
vElams, pa vienai zivij uz biiri, replikattvertn€. Ja tas vienu no otras var atskirt, katra burt
var turét ari divas zivis. Viena metode, ka to panakt, ir, nemot audu paraugu, astes spuru
apgriezt atSkirigi (piem., vienai dorsalo, vienai ventralo galu).

41. Medakas genotipisko dzimumu nosaka ar identificétu un sekvenétu génu (dmy), kas
atrodas Y hromosoma. dmy klatbiitne liecina par liecina par XY 1ipatni (neatkarigi no
fenotipa), savukart dmy trukums liecina par XX 1patni (neatkarigi no fenotipa) (30); (31).
No katra spuras apgriezuma ekstrah& dezoksiribonukleinskabi (DNS), un dmy klatbttni vai
trikumu var noteikt ar polimerazes kédes reakcijas (PKR) metodém (sk. $a pielikuma
C.41. nodalas 9. papildinajumu vai 3. un 4. papildinajumu avota (29)).

Vaislas paru izveide

42. Izmantojot informaciju par genotipisko dzimumu, izveido XX-XY vaislas parus neatkarigi
no arg€ja fenotipa, ko var ietekmét ekspozicija testejamajai kimikalijai. Nakamaja diena péc
tam, kad noteikts katras zivs genotipiskais dzimums, p&c nejausibas principa no katra
replikata izvélas divas XX zivis un divas XY zivis un izveido divus XX-XY vaislas parus.
Ja replikata vai nu divu XX zivju, vai divu XY zivju nav, piemé&rotas zivis nem no citiem
apstrades replikatiem. Galvenais ir iegit ieteikto replikatu vaislas paru skaitu (12) katra
apstrades grupa un kontrolés (24). Veidojot vaislas parus, nenem zivis ar acimredzamam
anormalijam (problémas ar peldpisli, deforméts mugurkauls, arkartéjas lieluma variacijas
utt.). F1 reproduktivaja faze katra replikattvertn€ vajadzetu biit tikai vienam vaislas parim.

Gandriz pieaugusu ipatnu paraugoSana un beigupunktu noveértéSana

Vaislas paros neieklauto zivju paraugosana
43. Péc vaislas paru sagatavoSanas zivis, ko talakai pavairoSanai neizraugas, humani nonave,
lai varétu veikt gandriz pieaugusSu 1patnu beigupunktu meérjjumus 12.—13. testa nedela (F1).
Ir loti svarigi ar zivim apieties ta, lai joprojam varétu izsekot, kads genotipiskais dzimums
konkretai zivij noteikts vaislas paru atlases laika. Visus savaktos datus analiz€ konkrétas
zivs genotipiska dzimuma konteksta. Katru zivi izmanto daZadiem beigupunktu
mérjjumiem, tostarp nosaka zivju mazulu/ gandriz pieauguSu zivju izdzivotibu (7.—
12./13. testa nedéla (F1)), pieaugumu garuma (ja astes spura ir 1saka tapéc, ka veikta
paraugoSana genétiska dzimuma analizei, var mérit standartgarumu; kop&jo garumu var
merit tikai tad, ja dmy noteikSanas vajadzibam paraugota tikai astes spuras dorsalas vai
ventralas daivas gala dala) un kermena masu (t. 1., slapjmasu p&c nosusinaSanas), aknu vtg
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iRNS (vai VTG) un analas spuras papillas (sk. 1. un 2. tabulu). Janem vera, ka vaislas paru
masa un garums vajadzigs ar1 apstrades grupas vidgja pieauguma aprékinam.

Audu paraugoSana un vitelogenina merisana

44,

Aknas izprepar€ un Iidz vtg iRNS (vai VTG) mérisanai glaba < —70 °C. Zivs asti, arT analo
spuru, saglaba piemérota fiksatora (piem., Deividsona fiksatora) vai nofotografe ta, lai
velak varetu izskaitit analas spuras papillas. Vajadzibas gadijuma Saja laika var paraugot
un saglabat ar citus audus (piem., gonadas). Aknu VTG koncentraciju kvantificé ar
homologu ELISA panémienu (sk. attieciba uz medaku ieteiktas procediras $a pielikuma
C.48. nodalas 6. papildinajuma). Alternativas metodes, ka kvantificét vtg iRNS, t. i,
ekstrah&t géna vtg I iRNS no aknu parauga un noteikt géna vzg I kopiju skaitu (uz kopgjas
iRNS ng) ar kvantitativu PKR, izstradajusi ASV Vides aizsardzibas agentiira (29). Mazak
resursprasiga un tehniski vienkar$aka metode ir nevis noteikt g€na vig kopiju skaitu
kontroles un apstrades grupas, bet gan noteikt relativo (kartas) izmainu géna vig/
ekspresija kontroles un apstrades grupas.

Sekundaras dzimumpazimes

45.

Parastos apstaklos tikai dzimumgatavibu sasniegusiem medaku t€viniem ir papillas, kas ka
sekundara dzimumpazime attistas uz dazu analas spuras staru savienojumplatnit€ém un ir
potencials endokrini disruptivas ietekmes biomarkieris. Analas spuras papillu (to
savienojumplatniSu, kam ir papillas) skaitiS8anas metode ir sniegta 8. papildinajuma. Ipatna
analas spuras papillu skaitu izmanto ari tam, lai attiecigo Ipatni kategoriz€tu par ar€ji
fenotipisku te€vinu vai matiti noluka aprékinat vienkarSu dzimumu attiecibu replikata.
Medaku, kam papillu ir vairak neka 0, uzskata par té€vinu; medaku, kam analas spuras
papillu nav, uzskata par matiti.

Fekunditates un fertilitates novértéSana

46.

47.

Paaudze FO fekunditati un fertilitati noverté 1. lidz 3. testa nedéla, bet paaudze F1 — 15.
lidz 17. testa nedela. 21 dienu péc kartas no katra vaislas para ik dienas savac ikrus. Ikrus
katru ritu uzmanigi nonem no matiSu pavéderes un/vai ar sifonu nonem no akvarija dibena.
Katru dienu registré gan katra replikatu vaislas para fekunditati, gan fertilitati. Fekunditate
péc definicijas ir iznérsto ikru skaits, bet fertilitate p&c funkcionalas definicijas ir
apaugloto un dzivotspé€jigo ikru skaits skaitiSanas laika. SkaitiSanu veic iesp&jami driz péc
ikru ievakSanas.

Replikatu fekunditati ik dienas registré ka ikru skaitu uz vaislas pari; to analiz€ ar
ieteiktajam statistiskajam procediiram, izmantojot replikatu vid€jas vertibas. Replikatu
fertilitate ir vaislas para augligo ikru kopskaits, kas dalits ar attieciga para ikru kopskaitu.
Statistiski fertilitati analizé ka attiecibu viena replikata. Replikata Skilstiba ir iz8kiluSos
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Ipatnu skaits, dalits ar ievietoto embriju skaitu (parasti 20). Statistiski Skilstibu analizé ka
attiecibu viena replikata.

Pieaugusu ipatnu paraugosana un beigupunktu novertéSana

Vaislas paru zivju paraugoSana

48. Pec 17. testa nedélas (proti, kad veiksmigi sakusies paaudze F2) pieauguSos paaudzes F1
Ipatnus humani nonaveé un noverte dazadus beigupunktus (sk. 1. un 2. tabulu). Analo spuru
nofotografé, lai novertétu spuras papillas sk. 8. papildinadjumu), un/vai asti tiesi aiz
urogenitalas atveres nonem un saglaba ar fiksatoru, lai papillas varétu izskaitit vélak. Ja
vélas, dalu astes spuras $aja laika var paraugot un arhivét, lai varétu verificét genétisko
dzimumu (dmy). Vajadzibas gadijjuma var panemt audu paraugu, lai varétu atkartot dmy
analizi konkr&tas zivs genétiska dzimuma verificéSanai. Kermena dobumu atver, lai to biitu
iespgjams caurskalot ar piemérotiem fiksatoriem (piem., Deividsona fiksatoru), un visu
kermeni iegremdé fiksatora. Tomér, ja pirms fiksacijas veic pienacigu permeabilizaciju,
kermena dobumu atvert nav vajadzibas.

Histopatologija

49. Katru zivi histologiski izmeklé uz patologijam gonadiskajos audos (30) (29). Ka mingéts
33. punkta, citus $aja testa izvertétos mehanistiskos beigupunktus (t. i., VTG, SDzP un
konkrétas gonadiskas histopatologiskas ietekmes) var ietekmé&t ari sist€émiska vai citada
toksicitate. Lidz ar to, lai var€tu vieglak saprast atbildreakcijas mehanistiskajos
beigupunktos, var biit vajadziba detaliz&ti novertét ari aknu un nieru histopatologiju. Ja o
detalizéto izmekl&Sanu tomeér neveic, jebkura gadijuma jaatzimé un parskatd janorada
histopatologiskaja izvertésana nejausi ievérotas butiskas anormalijas. Var apsvert “lejup&ju
lasiSanu” no augstakas apstrades grupas (salidzinajuma ar kontroli) uz apstrades grupu,
kura ietekme nav nov€rojama, tau ir ieteicams iepazities ar histopatologiskajiem
noradijumiem (29). Parasti visus paraugus sagatavo/sadala, bet p&c tam tos nolasa
patologs. Ja izmanto “lejup€jas lasiSanas” ieeju, japiezimé€, ka procediras Rao-Scott
Cochrane-Armitage by Slices (RSCABS) pamata ir pienémums, ka, palielinoties devas
limeniem, palielinasies arT biologiska ietekme (patologija). Tapéc, ja novérteé tikai vienas
lielas devas atstatu ietekmi, neskatot vidéjas devas, mazinas testa jauda. Sada pieeja var
biit piepemama, ja, lai noteiktu, ka lielajai devai ietekmes nav, statistiska analize nav
vajadziga. Saja izvértéjuma noskaidro arf gonadisko fenotipu.

Citi noverojumi
50. MEOGRT sniedz datus, ko var izmantot (piem., pieradijumu svara pieeja), lai vienlaicigi
izvertétu vismaz divu galveno veidu nelabvéliga iznakuma celus (4OP), kas noved pie
reproduktivajiem trauc€jumiem: a) endokriniski mediéti celi, kas disrupté hipotalama,
hipofizes un gonadu (HHG) endokrinisko asi, un b) neendokriniski medi€tas toksicitates
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celi, kas izraisa izdzivotibas, pieauguma (garums un masa) un reproduktivo raditaju
samazinajumu. Saja testa ir icklauti arT beigupunkti, ko parasti méra hroniskas toksicitates
testos, pieméram, pilna dzives cikla testa un agrino dzives cikla stadiju testa, un ar tiem var
izverteét briesmas, ko rada gan neendokriniski mediéti iedarbibas veidi un endokriniski
mediéti toksiskuma celi. Testa laika ik dienas janovéro uzvediba un jaatzimé jebkadas
uzvedibas Tpatnibas. Turklat jaregistré jebkada mirstiba un jaaprékina izdzivotiba lidz zivju
atlasei (6./7. testa ned€la), izdzivotiba péc atlases lidz gandriz pieaugusu 1patnu
paraugosanai (9.-10.npa) un izdzivotiba no paru izveides lidz pieaugusu zivju
paraugosanai.

1. tabula. Parskats par MEOGRT beigupunktiem*

Dzives cikla Beigupunkts Paaudze
stadija
Embriji Skilstiba (% un laiks Iidz iz8kilsanas F1, F2
(2 npa) bridim)
Mazuli Izdzivotiba F1
(4 npa)
Gandriz Izdzivotiba F1

plgauguls(l) Ipatni Picaugums
(9 vai 10 npa) (garums un masa)

Vitelogenins
(IRNS vai proteins)

Sekundaras dzimumpazimes
(analas spuras papillas)

Dzimumu attieciba péc argjam
pazimém

Laiks 1idz 1. narstam

Pieaugusas Reprodukcija Fo, F1
Z1VIS (fekunditate un fertilitate)
(12—14 npa)
Pieaugusas Izdzivotiba F1
Zivis .
Pieaugums
(15 npa)

(garums un masa)

Sekundaras dzimumpazimes
(analas spuras papillas)

Histopatologija
(gonadu, aknu, nieru)
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* Sie beigupunkti jaanalize statistiski.

NORISES GRAFIKS

51.2.tabula sniegtais MEOGRT norises grafiks atspogulo testa gaitu. MEOGRT laika
4 nedglas tiek eksponéti pieaugusi paaudzes FO Ipatni un 15 ned€las — paaudzes F1 patni,
ka ar7 otra paaudze (F2) — Iidz iz8kilSanas laikam (2 npa). Kopsavilkums par MEOGRT
posmiem ir pieejams 9. papildinajuma.
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2. tabula. MEOGRT ekspozicijas un beigupunktu merjjumu grafiks.

MEOGRT ekspozicijas un beigupunktu grafiks

FO 112(3]4
F1 1[2(3]4]5]|6|7]|8]9(|10]11|12]13[14]15
F2 1[12
Testa nedéla 112(3]14]5]|6|7|8]9/(10]11|12]13|14]15[16]17[18]19
Dzives cikla stadijas atsléga Embriji Kapuri Mazuli . Ganf].r_iz . | Pieaugusas zivis
pieaugusi Ipatni
Beigupunkti
Fekunditate Fo Fi e  Eksperimenta plans: 7 replikatu
L grupas
Fertilitate Fo Fi - .
o 5 grupas apstrada ar test€jamo
Skilstiba Fi F2 kimikaliju
o 2 grupas ir kontroles (ja
[zdzivotiba Fi Fi Fi izmanto $kidinataju, 4)
Pieaugums Fo Fi Fi *  Grupu uzbuve:
- ~ o 12 replikati reprodukcijas,
Vitelogenins Fi pieaugusu zivju patologiju un
. SDzP noteiksanai (10. lidz
Sekundaras
dzimumpazimes F1 Fi 18. ned.)
o 6 replikati Skilstibas,
Histopatologija Fi izdzivotibas, vtg un gandriz
pieaugusu 1patnu SDzP un
pieauguma noteiksSanai (1. lidz
9. ned.)
Testa nedéla 1231456789 (10]11]12]13[14]15(16|17[18|19|SDzP: sekundaras dzimumpazimes; ned.:
nedgla;
vtg: vitelogenins

DATI UN PARSKATA SAGATAVOSANA

Statistiska analize

52.Ta ka visam testa zivim nosaka genotipisko dzimumu, dati par katra genotipiska dzimuma
zivim (t. 1., XY téviniem un XX matitém) analiz&jami atseviski. Ja ta nerikojas, ievérojami
samazinas analizes statistiska jauda. Veicot datu statistisko analizi, velams ieveérot
proceduras, kas aprakstitas ESAO dokumenta Current Approaches in the Statistical
Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application [“Ekotoksiskuma datu statistiskas
analizes paSreiz€jas metodes: lietoSanas noradijumi”] (32). Sikaki noradijumi par
statistisko analizi sniegti 10. papildinajuma.

53. Testa planam un statistisko testu atlasei vajadzetu dot pietiekamu jaudu, lai varétu noteikt
biologiski svarigas izmainas beigupunktos gadijumos, kad jazino NOEC (32). Relevanto
efektivo koncentraciju un parametru zinoSana var bt atkariga no tiesiska reguléjuma. Ir
jaidentifice katra tada beigupunkta procentualas izmainas, kuru ir svarigi noteikt vai aplést.
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Eksperimenta plans jaizstrada ta, lai tas bitu iesp&jams. Maz ticams, ka visiem
beigupunktiem procentualas izmainas biis vienadas, un tapat ir maz ticams, ka var izplanot
realistisku eksperimentu, kur§ Sie kriterijiem atbilstu attieciba uz visiem beigupunktiem,
tapec, lai eksperimentu izplanotu pareizi, galvena uzmaniba ir japievers beigupunktiem,
kas ir svarigi konkr€tajam eksperimentam. 10. papildinajuma ir pieejama statistiskas
analizes plismas diagramma un noradijumi, ka apstradat datus un izvéleties
vispiemérotako statistisko testu vai modeli. Var izmantot citas statistiskas pieejas, ja tas ir
zinatniski pamatotas.

54. Katras replikatu kopas ietvaros jaanaliz€ variacijas, izmantojot dispersijas analizi vai
kontingences tabulu, ka arT pietickamas un piemérotas statistisko analizu metodes, kuru
pamata ir §1 analize. Lai varétu veikt multiplo salidzinajumu starp atsevisko koncentraciju
un kontrolu rezultatiem, nepartrauktas atbildreakcijas gadijuma ieteicams izmantot
descendentu Dzonkhira—Terpstras testu. Ja dati neatbilst monotonai atbildreakcijai uz
koncentraciju, biitu jaizmanto Daneta tests vai Dannas tests [Dunn’s test] (p€c pienacigas
datu transformésanas, ja tada vajadziga).

55. Nosakot fekunditati, ikrus skaita ik dienas, bet tos var analiz&t ka ikru kopskaitu vai ka
atkartotu mérjjumu. Sikaka informacija par to, ka analiz€t So beigupunktu, atrodama
10. papildinajuma. Histopatologijas datiem, kas ir smaguma atzimju forma, ir izstradats
jauns statistiskais tests — Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices (RSCABS) (33).

56. Parskata norada visus ar kimikaliju apstradataja grupa noveérotos beigupunktus, kas
ievérojami atskiras no attiecigo kontrolu beigupunktiem.

Ar datu analizi saistitie apsverumi
Kompromitetu apstrades limenu izmantosana

57. Nosakot, vai replikats vai visa apstrades grupa liecina par acimredzamu toksicitati un biitu
no analizes jaizslédz, janem véra vairaki faktori. Acimredzamu toksicitati definé ka > 4
tadus naves gadijumus viena replikata laika no 3. lidz 9. npa, ko nevar izskaidrot ar
tehnisku kladu. Citas acimredzamas toksicitates pazimes ir hemoragijas, anormala
uzvediba, anormala peldéSana, anoreksija un jebkuras citas kliniskas saslimSanas pazimes.
Subletalam toksicitates pazimém var biit nepiecieSama kvalitativa izveért€Sana, un ta
vienmer javeic salidzinajuma ar atSkaidiSanai izmantota tdens kontrolgrupu (tikai tirs
tdens). Ja acimredzama toksicitate ir novérojama augstaka Itmena vai limenu apstrades, $1s
apstrades no analizes cenzg.

Skidinataja kontroles
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Skidinatdja izmanto$ana ir apsverama tikai ka gal&js lidzeklis, kad visas citas kimikalijas
padosanas iespgjas ir jau izskatitas. Ja lieto Skidinataju, kopa ar to izmanto ari
atSkaidiSanas tidens kontroli. Testu beidzot, izverté potencialo $kidinataja ietekmi. To dara,
Skidinataja kontrolgrupu statistiski salidzinot ar atSkaidiSanas tdens kontrolgrupu.
Visrelevantakie Saja analizé izskatamie beigupunkti ir pieauguma determinanti (masa), jo
tos var ietekm@t vispargja toksicitate. Ja Sajos beigupunktos konstaté statistiski nozimigas
atSkiribas starp atSkaidiSanas Gidens kontrolgrupu un Skidinataja kontrolgrupu, to, vai ir
kompromitéts testa derigums, rupigi izvert€ specialists. Ja abu kontrolu rezultati ir
atSkirigi, kimikalijai eksponétas apstrades grupas salidzina ar $kidinataja kontroli, ja vien
nav zinams, ka priekSroka dodama atSkaidiSanas tidens kontrolei. Ja statistiski nozimigu
atSkirtbu starp abam kontrolgrupam nav, ir ieteicams test€jamajai kimikalijai eksponétas
apstrades salidzinat ar abam grupam (Skidinataja un atSkaidiSanas tidens kontrolgrupam)
kopa, ja vien nav zinams, ka priekSroka dodama tikai Skidinataja vai tikai atSkaidijuma
tdens kontrolgrupai.

TesteSanas parskats

59.

TesteSanas parskata norada $adas zinas.

Testejama kimikalija: fizikalds ipasibas un attieciga gadijuma fizikalkimiskas ipasibas:

kimiskas identifikacijas dati;

vienkomponenta viela:

izskats, Skidiba tidenT un citas relevantas fizikalkimiskas 1pasibas;

kimiska identifikacija, piem., J[UPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai
InChl kods, strukturformula, tiriba, piemaistjumu kimiska identitate (ciktal vajadzigs un
iespgjams) u. c. (attieciga gadijuma arT organiska oglekla saturs);

daudzkomponentu vielas, UV'CB un maisijumi:

iesp&jami izsmeloSs raksturojums ar, piem., sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks),
tirtbu, kvantitativo saturu un relevantajam fizikalkimiskajam 1paSibam.

Testa suga:

zinatniskais nosaukums, celms (ja zinams), avots un apaugloto ikru ievaksanas metode un
turpmakas manipulacijas.

Testa apstakli:

fotoperiodi

testa plans (piem., kameru lielums, materials un Gidens tilpums, testa kameru un replikatu
skaits, 1z8kTluSos Tpatnu skaits uz replikatu);
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izejSkidumu sagatavoSanas metode un atjauninaSanas biezums (ja tadu izmanto, norada
Skidinasanas agentu un ta koncentraciju);

testgjamas kimikalijas doz&Sanas metode (piem., stikni, atSkaidiSanas sist€mas);

metodei raksturiga atgiistamiba un nominalas testéjamas koncentracijas, kvantitativas
noteikSanas robeza, meérijumu vid€jas vertibas un to standartnovirzes testa traukos un
metode, ar ko tas ieglitas, un pieradijumi, ka merijjumi raksturo test€jamas kimikalijas
koncentracijas 1sta $kiduma;

atSkaidiSanas tidens raksturlielumi: testa vides pH, cietiba, temperatiira, iz§kidusa skabekla
koncentracija, hlora atlikuma Iimeni (ja mériti), kopg€jais organiskais ogleklis (ja mérits),
suspendétas cietvielas (ja meritas), salums (ja merits) un citi izdaritie m&rjjumi;

nominalas test€jamas koncentracijas, izmerito vertibu vidgjie un to standartnovirzes;

tidens kvalitate testa traukos: pH, temperatiira (katru dienu) un izskidusa skabekla
koncentracija;

sika informacija par baroSanu (piem., baribas veidi, avots, dotais daudzums un doSanas
biezums).

Rezultati:

Pieradijumi, ka kontroles atbilst visparigajiem deriguma kriterijiem:

Sadi dati par kontrolgrupu (un art $kidinataja kontroli, ja tadu izmanto) un apstrades
grupam: F1 un F2 iz8kilSanas raditaji (Skilstiba un laiks Iidz izskilSanas bridim), F1
izdzivotiba péc iz8kilSanas, F1 pieaugums (garums un kermena masa), F1 genotipiskais
dzimums un dzimumdiferenciacija (t. 1., sekundaras dzimumpazimes, ko nosaka p&c analas
spuras papillam un gonadiskas histologijas), F1 fenotipiskais dzimums, F1 sekundaras
dizmumpazimes (analas spuras papillas), F1 vtg iRNS (vai VTG proteins), F1
histopatologiskais novértéjums (gonadas, aknas un nieres) un FO un Flreprodukcija
(fekunditate un fertiliate) (sk. 1. un 2. tabulu);

statistiskas analizes pieeja (regresijas analize vai dispersijas analize) un datu apstrade
(izmantotie statistiskie testi un modeli);

katrai novértétajai atbildreakcijai — nenoverojamas ietekmes koncentracija (NOEC);
katrai novértétajai atbildreakcijai — zemaka noverojamas ietekmes koncentracija (LOEC)
(p=0,05); katrai novertetajai atbildreakcijai — ECx (attieciga gadijuma) un ticamibas
intervali (piem., 90 % vai 95 %) un ECyx aprékinasanai pielagota modela grafiks,
koncentracijas—atbildreakcijas Iiknes virziena koeficients, regresijas modela formula,
apleéstie modela parametri un to standartkliidas;
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- jebkadas novirzes no §Ts test€Sanas metodes un novirzes no pienemamibas kritérijiem, ka
ar1 apsverumi par iesp&jamo ietekmi uz testa iznakumu.

60. Attieciba uz beigupunktu merjjumiem janorada vidg€jas vértibas un to standartnovirzes (ja
iesp&jams, gan uz replikatu, gan uz koncentraciju).
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1. papildinajums

DEFINICIJAS

Kimikalija: viela vai maisijums.

ELISA: iminfermentativa analize.

Fekunditate: ikru skaits.

Fertilitate: dztvotspgjigo ikru skaits / fekunditate.

Garums Iidz astes spuras sazarojuma vietai (GLS): garums no purna gala lidz vidgjo
astes spuras staru galam; to izmanto attieciba uz zivim, kuradm grati noteikt, kur beidzas
mugurkauls (www.fishbase.org).

Skilstiba: iz8kilusos Tpatnu skaits / inkubatora ielikto embriju skaits.

IACUC: Institucionala dzivnieku apripes un izmantoSanas komiteja.

Standartgarums (SG): zivs garums, kas nomerits no purna gala Iidz pédgja skriemela
talakajam galam vai astes pamatnes sanu viduslinijas talakajam galam. Vienkarsi sakot, $aja
merfjuma nenem vera astes spuras garumu (www.fishbase.org).

Kopéjais garums (KG): zivs garums no purna gala [idz astes spuras garakas daivas galam;

to parasti méra, abas daivas saspiezot gar vidusliniju. Tas ir taisnas linijas mérijjums, ko
nemeéra pa kermena izliekuma Iiniju (www.fishbase.org).

Garums lidz astes

_______________________ spuras sazarojuma = ———-———-——————————-!
vietai

b o Standartgarums = ______________ :

Ty S S Kopé&jais garums oo |
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1. attéls. Dazado izmantoto garumu ilustracija.

ECx: (efektiva koncentracija, pie kuras ietekme ir x %) ir koncentracija, pie kuras ietekme
uz testa organismiem konkréta ekspozicijas perioda salidzindjuma ar kontroli ir x %.
Piem&ram, ECsp ir koncentracija, kas p&c aplésém konkréta ekspozicijas perioda ietekmé
kadu testa beigupunktu 50 % no eksponétas populacijas.

Caurplides tests ir tests, kura testa Skidumi visa ekspozicijas laika nepartraukti pliist caur
testa sisteému.

HHG ass: hipotalama, hipofizes un gonadu ass.
TUPAC: Starptautiska Teoréetiskas un lietiSkas kimijas savieniba.
Noslogojums: zivju slapjmasa uz tidens tilpumdaudzumu.

Zemaka noveérojamas ietekmes koncentracija (LOEC) ir test€§jamas kimikalijas zemaka
testéta koncentracija, pie kuras, salidzinot ar kontroli, kimikalijai ir nov&rota statistiski
nozimiga ietekme (p < 0,05). Pie visam testa koncentracijam, kas augstakas par LOEC, ir
jabut kaitigai ietekmei, kura vienada ar vai lielaka par ietekmi, kas novérota pie LOEC. Ja
Sos divus nosacijumus nevar izpildit, jasniedz pilns paskaidrojums par to, ka LOEC (un lidz
ar to ar1 NOEC) izraudzita. Noradijumi sniegti 5. un 6. papildinajuma.

Medianala letala koncentracija (LCso): test€jamas kimikalijas koncentracija, kas péc
apleseém testa laika ir letala 50 % testa organismu.

Nenoverojamas ietekmes koncentracija (NOEC): testa koncentracija, kura ir tieSi zem
LOEC un kurai, salidzinot ar kontroli, noteikta ekspozicijas perioda nav nekadas statistiski
nozimigas ietekmes (p < 0,05).

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification.
Piepilditiba: zivju skaits uz tidens tilpumdaudzumu.
Testejama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko teste ar So testéSanas metodi.

UVCB: vielas, kuru sastavs nav zinams vai ir mainigs, kompleksi reakcijas produkti vai
biologiski materiali.

VTG: vitelogenins, olas dzeltenuma fosfolipidu glikoproteina prekursors, kas parasti
veidojas tadu seksuali aktivu matiSu organisma, kuras d€j olas / nérs ikrus.

npa: ned€las péc apauglosanas.

543



2. papildinajums

D060575/02

DAZI PIENEMAMA ATSKAIDISANAS UDENS KIMISKIE RAKSTURLIELUMI

Viela :l{obeikoncentrﬁcij
Dalinas 5 mg/l
Kop¢gjais organiskais ogleklis 2 mg/l
Nejonizets amonjaks 1 ng/l
Atlikusais hlors 10 pg/l
Kopgjie fosfororganiskie pesticidi 50 ng/l
Kopgjie hlororganiskie pesticidi un polihlorbifenili 50 ng/l
Kopgjais organiskais hlors 25 ng/l
Aluminijs 1 pg/l
Arséns 1 pg/l
Hroms 1 pg/l
Kobalts 1 pg/l
Vars 1 pg/l
Dzelzs 1 pg/l
Svins 1 pg/l
Nikelis 1 pg/l
Cinks 1 pg/l
Kadmijs 100 ng/1
Dzivsudrabs 100 ng/l
Sudrabs 100 ng/1
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3. papildinajums

TESTA MEOGRT NOSACIJUMI

1. Ieteicamas sugas
2. Testa veids

3. Udens temperatiira

4. Apgaismojuma kvalitate

6. Noslogojums

7. Minimalais izmantojamais
testa kameras tilpums

8. Testa skidumu tilpumapmainu
skaits

9. Testa organismu vecums
iniciéSanas laika
10. Organismu skaits uz replikatu

11. Apstrazu skaits

12. Replikatu skaits uz vienu
apstradi

13.Organismu skaits viena testa

14.BaroSanas reZims

Japanas medaka (Oryzias latipes)
Pastavigas caurpliides

Testa nominala temperatira ir 25 °C. Vidg€ja temperatiira katra tvertné
testa laika ir 24-26 °C.

Fluorescgjosas spuldzes (plasa spektra un ~150 Im/m?)
(~150 1x)

16 h gaismas, 8 h tumsas

FO: 2 pieaugusi patni uz replikatu; F1: sak ar, maksimums, 20 ikriem
(embrijiem) uz replikatu, pie izskilSanas skaitu samazina lidz

12 embrijiem uz replikatu un tad 9.—10. npa, gatavojoties
reproduktivajai gazei, saglaba 2 pieaugusus Tpatnus (XX-XY vaislas
pari)

1,8 1 (piem., 18x9x15 cm liela testa kamera)

Vismaz 5 tilpumatjauninasanas diena, Iidz 16 tilpumatjauninasanam
diena (vai plismu 20 ml/min)

FO: > 12 npa, bet ieteicams neparsniegt 16 npa

FO: 2 zivis (paris — tevins un matite); F1: ne vairak ka 20 zivju (ikru)
uz replikatu (no FO un F1 vaislas pariem)

5 apstrades, kuram izmanto testgjamo kimikaliju, un attieciga kontrole
vai kontroles

Vismaz 6 replikati uz katru apstradi, kurai izmanto test€jamo kimikaliju,
un vismaz 12 replikati kontrolei un $kidinataja kontrolei, ja tadu izmanto
(replikatu skaits dubultojas F1 reprodukcijas faze)

Vismaz 84 zivis FO un 504 F1 (ja izmanto skidinataja kontroli, 108 zivis
FO un 648 zivis F1). Ipatnu skaitu nosaka, skaitot Ipatnus péc
eleiteroembriju stadijas.

Zivis ad libitum baro ar saludens vézveidigajiem Artemia spp. (24 h
veciem nauplijiem), vajadzibas gadijuma papildus dodot komerciali
pieejamas baribas parslas (6. papildinajuma ir pieejams tada barosanas
reZima piemgers, kas nodro$ina pietickamu augs$anu un attistibu, lai
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15. Aeracija

16. AtskaidiSanas fidens
17. Ekspozicijas periods

18. Biologiskie beigupunkti

(galvenie)

19. Testa deriguma kriteriji

D060575/02

nebitu probléemu ar reprodukciju)

Neveic, ja vien iz8kiduSais skabeklis nepietuvojas < 60 % no gaisa
piesatinajuma vertibas

Tirs virszemes, akas vai rekonstituéts tidens vai athloréts krana tidens
Principa 19 nedglas (no FO Iidz F2 izskilSanas laikam)

Skilstiba (F1 un F2); izdzivotiba (F1, no izskil3anas 1idz 4. npa (kapura
stadijas beigas / mazula stadijas sakums), no 4. Iidz 9. (vai 10.) npa (no
mazula stadijas sakuma Iidz gandriz pieauguSiem Tpatniem) un no 9. Iidz
15. npa (no gandriz pieaugusiem patniem lidz pieaugusu ipatnu
nonaveésanai)); pieaugums (F1, garums un masa 9. un 15. npa);
sekundaras dzimumpazimes (F1, analas spuras papillas 9. un 15. npa);
vitelogenins (F1, vtg iRNS vai VTG proteins 15 npa); fenotipiskais
dzimums (F1, p&c gonadu histologijas 15 npa); reprodukcija (FO un F1,
fekunditate un fertilitate 21 dienu); laiks Iidz narstam (F1) un
histopatologija (F1, gonadu, aknu un nieru histopatologija 15 npa)

Iz8kidusais skabeklis > 60 % no gaisa piesatinajuma vertibas; vidéja
tdens temperatiira visa testa laika 24-26 °C; kontrole(-s) veiksmigi
reproducgjas > 65 % matisu; vidgja dienas fekunditate kontrole(-s) ir

> 20 ikri; kontroles(vidgji) > 80 % skilstiba (gan paaudze F1, gan F2);
kontrol@s izdzivotiba no izskil$anas Iidz 3. npa — > 80 % (vidgji) un no
3. npa lidz paaudzes Tpatnu nonavésanai — > 90 % (vidgji) (F1),
test€jamas kimikalijas koncentracijas $kiduma apmierinosi uzturétas

+ 20 % diapazona ap vid€jam izméritajam vertibam.
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4. papildinajums

NORADIJUMI PAR TIPISKAM KONTROLES VERTIBAM

Japiezimé, ka So kontroles vértibu pamata ir ierobezots skaits validacijas petijumu, un, pieredzei
augot, tas var biit jagroza.

Pieaugums

Visam zivim, ko paraugo 9. (vai 10.) un 15. nedéla p&c apaugloSanas (npa), izm&ra masu un
garumu. Ja ievero So protokolu, paredzama slapjmasa 9. npa ir 85-145 mg t€viniem un 95—
150 mg matiteém. Paredzama masa 15.npa ir 250-330 mg teéviniem un 280-350 mg
matitém. Lai gan atsevisku zivju raditaji var no Siem diapazoniem biitiski novirzities, ja
vidgja kontroles Tpatnu masa no tiem bitiski novirzas, it seviski tad, ja ta ir mazaka, ir
pamats domat, ka ir problémas ar baroSanu, temperatiras reguléSanu, tdens kvalitati,
slimtbam vai kadu $o faktoru kombinaciju.

Skilstiba

Veiksmiga $kilstiba kontrol@s parasti ir ap 90 %, tomer neparasti nav pat tik zemi raditaji ka
80 %. Ja Skilstiba ir zem 75 %, iesp€jams, ikri attistibas stadija nav pietiekami kustinati vai
nav pienacigi apriipeti, piem., nav laikus novakti nedzivie ikri, lidz ar to sakusies séniSu
infestacija.

Izdzivotiba

Izdzivotibas raditaji Iidz 3.npa un pé€c 3.npa kontrolés parasti ir vismaz 90 %, bet
satraukumam nav pamata ari tad, ja izdzivotiba agrinajas dzives cikla stadijas kontrol@s ir
pat tikai 80 %. BaZas raisa izdzivotibas raditaja noslidéSana zem 80 % (kontrol@s), kas var
liecinat, ka akvarijs netiek pietiekami tirits, Iidz ar to zivju kapuri mirst no slimibam vai
skabekla trukuma zema iz8kidusa skabekla Itmena dél. Naves c€loni var biit arl tvertnes
tiriSanas laika raditas traumas un zivju kapuru iekliiSana tidens novades sistema.

Vitelogenina géns

Lai gan vitelogenina (vtg) ge€na absoliitie Itmeni, izteikti kopijas uz ng kopgjas iRNS,
dazadas laboratorijas var ieverojami atSkirties izmantoto procediiru vai instrumentu
atSkiribu del, vtg l[imenim kontroles matiteés vajadzetu biit aptuveni 200 reizes lielakam neka
kontroles tévinos. ST attieciba bieZi vien sasniedz pat 1000-2000, bet, ja ta ir zem 200, ir
pamats aizdomam, ka paraugs ir kontaminéts vai ir problémas ar izmantoto procediiru
un/vai reagentiem.

Sekundaras dzimumpazimes

Teéviniem normalais sekundaro dzimumpazimju (kopé&jais to analas spuras staru segmentu
skaits, kam ir papillas) diapazons 9-10 npa ir 40-80 segmenti. Lidz 15. npa kontroles
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teviniem S§im diapazonam vajadzetu biit aptuveni 80-120, bet matitem — 0. Retos
gadijumos daziem téviniem neizskaidrojama karta papillas 9. npa vél nav attistijusas, bet, ta
ka visiem kontroles téviniem tas attistas 1idz 15. npa, §is paradibas c€lonis, visticamak, ir
attistibas aizkavéSanas. Ja kontrol@ papillas ir novérojamas matité€m, populacija ir XX tevini.

XX tevini

Normala XX tévinu incidence kulttira 25 °C temperatiira ir aptuveni 4 %, un ta pieaug,
temperatiirai palielinoties. XX t€vinu proporcija populacija jatiecas minimalizét. Ta ka XX
teévinu incidencei konstatéjams genétisks komponents un tapec ta ir parmantojama, iedarbigs
lidzeklis, ka samazinat XX tévinu incidenci populacija, ir audz&jama krajumu monitorésana
un rupésanas, lai krajums netiktu pavairots ar XX téviniem.

Narsts

Narsts kontroles replikatos pirms fekunditates novert€Sanas biitu jamonitoré ik dienas.
Narsta pazimes kontroles paros var kvalitativi novertét vizuali. Lidz 12.—14. npa narstojusai
vajadzetu but lielakajai dalai kontroles paru. Ja lidz Sim laikam narstojoSo paru skaits ir
mazs, ir pamats bazam par zivju veselibu, briedumu vai labklajibu.

Fekunditate

Veselas, labi barotas medakas 12—14 npa parasti nérS ikrus ik dienas (15 Iidz 50 ikrus
diena). 16 no ieteicamajiem 24 kontroles vaislas pariem (> 65 %) vajadz&tu iznérst vairak
neka 20 ikrus diena uz vienu pari, un $is raditajs var sasniegt pat aptuveni 40 ikrus diena.
Mazaka vertiba var liecinat, ka vaislas pari ir nenobriedusi, nepietiekami baroti vai neveseli.

Fertilitate

Kontroles vaislas paru augligo ikru proporcija parasti ir ap 90 %, un nav reti gadijumi, kad
tas sasniedz vai parsniedz 95 %. Ja kontroles ikru fertilitates raditajs nesasniedz 80 %, ir
pamats bazam, ka dzivnieki ir neveseli vai audzeSanas apstakli ir neoptimali.
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5. papildinajums

BAROSANAS REZIMA PIEMERS

1. tabula ir sniegts tada baroSanas reZzima piemérs, kas nodroSina pietieckamu augSanu un
attistibu, lai nebiitu problému ar reprodukciju. Novirzes no $a baroSanas reZima var but
pienemamas, bet ir ieteicams tas testét, lai verificétu, ka noveérojama pienemama augSana un
reprodukcija. Ieverojot ieteicamo baroSanas rezimu, pirms testa sakSanas janosaka saltidens
garnelu sausmasa konkréta biezas saliidens garnelu suspensijas tilpumdaudzuma. To var
izdarit, nosverot konkrétu biezas salidens garnelu suspensijas tilpumdaudzumu, kas uz
iepriek§ nosvértam platném 24 stundas zavéts 60 °C temperatiira. Lai nemtu véra sals
daudzumu suspensija, izzavé un nosver identisku suspensija izmantotd sals Skiduma
tilpumdaudzumu un to atnem no izzavetas saliidens garnelu suspensijas masas. Alternativa
ir saludens garneles pirms zavéSanas izfiltr€t un noskalot ar destiletu tdeni; tad nav
vajadzibas mérit “tuk$a sals parauga” masu. legiito salidens garnelu saussvaru péc tabulas
parrékina biezas saliidens garnelu suspensijas tilpumdaudzuma, kas dodams katrai zivij.
Turklat, lai parliecinatos, ka zivim tiek dots pareizais salidens garnelu sausmasas
daudzums, biezo saludens garnelu suspensiju ik ned€las nosver.
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1. tabula. Barosanas reZima piemers

Laiks (péc izSkilSanas) Saludens garneles (mg
sausmasas uz zivi diena)

1. diena 0,5
2. diena 0,5
3. diena 0,6
4. diena 0,7
5. diena 0.8
6. diena 1,0
7. diena 1,3
8. diena 1,7
9. diena 2,2
10. diena 2.8
11. diena 3,5
12. diena 42
13. diena 4.5
14. diena 4,8
15. diena 5,2
16.-21. diena 5,6
4. nedela 7,7
5. nedela 9,0
6. nedela 11,0
7. nedéla 13,5
8. nedela (nonaveésana) 22,5
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6. papildinajums

IKRU INKUBACIJAS KAMERU PARAUGI

A piemers

q

Sis inkubators sastav no transversali sadalitas stikla centrifigas mé&genes, ko savieno
nertiso$a te€rauda mansete un vieta notur uzskriivéjamais centriftigas vacins. Cauri vacinam
iet neliels stikla vai nertisosa térauda stobrins, kuru novieto netalu no mégenes apala dibena
un pa kuru viegli laiz gaisa burbuliSus, lai ikrus suspend@tu un mazinatu risku, ka starp tiem
izplatisies saprofitiskas séniSinfekcijas, reiz€ atvieglojot kimikaliju apmainu starp
inkubatoru un tvertni, kura tas atrodas.

B piemers
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Sis inkubators sastav no cilindriska stikla stobrina (diametrs: 5 cm, garums: 10 cm) un
nertisosa teérauda stieples sieta (0, 25 ¢ un 32 mesi), kas piestiprinats stobrina apakSai ar
PTFE gredzenu. Inkubatorus tvertnés iekar no pacelama stiena un vertikali krata (aptuveni
5 cm amplitida) medakas ikriem piem&rota cikla (aptuveni reizi 4 sekundgs).
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REPLIKATU SAKOPOSANAS UN SADALISANAS SHEMA TESTESANAS METODEI

MEOGRT

1. attels. Replikatu sakopoSana un sadaliSana testa MEOGRT. Attela redzama viena apstrade vai puse
no kontroles. SakopoSanas d&l replikatu identitate visa testa nav vienada. Janem veéra, ka jeédziens
“ikri” attiecas uz dzivotspgjigiem apauglotiem ikriem (kas ekvivalenti embrijiem).

Beigupunkti

| Skilstiba |

izdzivotiba

pieaugums, VTG, SSC

reprodukcija, patologija, SSC

Skilstiba

Fy

gandriz pieaugusu

gandriz pieafigusu

Tpatnu paraugs
XX 2 12 izvérts
“omy ikri

Tpatnu pargug;
XX 20 12 izvérté
XY ikri zivis DMY XX ikri
12 |
XX
gandriz pieadgufu XX
Tpatnu pardug| xy |—1
XX 20 12 izvérté |9
XY sakopo ikri zivis DMY XX sakopo ikri
dzivotspéjigus sakopo izskilusos| | dzvotspéjigos
ikrus ipatnus ikrus
al gandriz pieadgusu XX al
sadala o Ipatnu pardugs xy |— sadel
XX 20 12 izvérté
Xy ikri DMY XX ikri
XY |—
sadala gandriz pieaugus 12
XY

Tpatnu paraugs
izverté

ikri

20 12
ikri zivis

x x
<X

N ™| ™l | ™| ™l Y
S S| S ! S S

DMY XX
XY ||
- 9 XX
gandriz pieapigusu _
XX 20 12 o Tpatnu parpugs

Apstrades un replikacija

TestéSanas metod€ ieteicams izmantot piecas apstrades uz test€jamo kimikaliju (izmantojot
tehniskas tiribas pakapes materialu) un negativo kontroli. Replikatu skaits uz apstradi visa
MEOGRT laika nav vienads, un replikatu skaits kontrole ir divreiz lielaks neka jebkura
atseviSkaja apstrade. Paaudzé FO katra apstradé ar test€jamo kimikaliju ir sesi replikati,
savukart negativaja kontrol€ ir 12 replikati. Ir loti ieteicams neizmantot $kidinatajus, bet, ja
tos tomér izmanto, MEOGRT parskata ieklaujams gan Skidinataja izmantoSanas, gan
Skidinataja izvéles pamatojums. Ja izmanto S$kidinataju, turklat nepiecieSamas divu veidu
kontroles — a) Skidinataja kontrole un b) negativa kontrole. Katra no abam kontrolgrupam
visos MEOGRT laika grafika punktos jabut visiem vajadzigajiem replikatiem. Kamer testa
organismi attistas paaudz€ F1 (un F2 — lidz izSkilSanas bridim), §1 replikatu struktiira
nemainas. Tomér, kad organismi ir pieaugusi un tiek sagatavoti paaudzes F1 vaislas pari,
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reproduktivo paru replikatu skaitu uz apstradi optimala gadijuma dubulto; tapéc katra
apstradeé ar testg§jamo kimikaliju ir lidz 12 replikatpariem, bet kontrolgrupa —
24 replikatpari (un Skidinataja kontroleé vél 24, ja tada vajadziga). F1 paru embriju
izSkilsanos nosaka p&c tas pasas replikatu struktiras ka FO paru embriju gadijuma —
sakotngji sesi replikati uz apstradi ar test€jamo kimikaliju un 12 uz kontrolgrupu.
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8. papildinajums

ANALAS SPURAS PAPILLU SKAITISANA

Galvenie materiali un reagenti

- Stereomikroskops (ar kameru vai bez tas)

- Fiksators (piem., Deividsona; izmantot Buéna §kidumu nav ieteicams), ja skaitiSanu
neveic no attéla

Procediiras

P&c nekropsijas analo spuru nofotograf€, lai biitu &rti izskaitit analas spuras papillas. Lai gan
ieteicama metode ir ar fotograféSanu, ir iesp&jams ar1 analo spuru aptuveni 1 miniiti fikset ar
Deividsona fiksatoru vai citu piemérotu fiksatoru. Lai izskaitit papillas bitu vieglak, ir
svarigi, lai anala spura fiksacijas laika biitu izstiepta plakana. Kermeni ar analo spuru var
Deividsona fiksatora vai cita piem&rota fiksatora turét Iidz analizei. Izskaita, cik
savienojumplatnitéem (sk. 1. attelu) ir papillas, kas iznak no savienojumplatnites
aizmugurgjas malas.

1. attéls. Analas spuras papillas

Papillas

NG A Savienojumplatnites L -

N ———— e —— p———

-—
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9. papildinajums

DETALIZETS MEOGRT LAIKA GRAFIKS
1.-3. testa nedela (FO0)

Narstojosas paaudzes FO zivis, kas atbilst atlases kritérijiem (sk. 16.—20. punktu) tris nedélas
eksponé test€jamajai kimikalijai, lai attistibas laika biitu ekspon€tas gametas un gonadu
audi. Katra replikattvertng€ tur vienu vaislas pari (kurd ir viena XX matite un viens XY
tevins). Iznérstos ikrus savac, saskaita un 21 dienu (no 1. testa dienas) noverte to fertilitati.

4. testa nedela (FO un F1)

Ir vélami apauglotus dzivotsp&jigus ikrus (embrijus) savakt viena diena; tomer, ja embriju
nav pietickami daudz, tos var savakt divas dienas. Ja tos savac divas dienas, visus apstrazu
embrijus, kas savakti pirmaja diena, sakopo ar tiem, ko savac otraja diena. Tad visus katrai
apstradei sakopotos embrijus p&c nejausibas principa sadala pa replikatinkubatoriem (20
embriji uz inkubatoru). Ik dienas parbauda un registré apaugloto ikru (embriju) mirstibu. No
inkubatoriem iznem nedzivos ikrus (par to, ka apaugloti ikri ir nedzivi, jo 1pasSi agrinas
stadijas, var liecinat izteikts caurspidibas zudums un krasas maina, ko rada olbaltumvielu
koagulacija un/vai izgulsnésanas, ka de] tie kliist balti un necaurredzami; OECD (210).

Piezime. Ja kaut vienai apstradei ikri javac ari otra diena, tapat jarikojas ar visam apstradém
(arT kontroleém). Ja péc otras ievakSanas dienas embriju skaits kada apstradé nav pietickams
20 embrijiem uz inkubatoru, konkrétas apstrades embriju skaitu samazina lidz 15 embrijiem
uz inkubatoru. Ja nav ari 15 embriju uz inkubatoru, replikatinkubatoru skaitu samazina
tiktal, ka embriju pietiek 15 embrijiem uz inkubatoru. Vel ir iesp&jams paaudze FO apstradei
un kontrolém nemt vairak vaislas paru, lai iegtitu vairak ikru un varétu sasniegt ieteicamos
20 ikrus uz replikatu.

24. testa diena paaudzes FO vaislas parus humani nonavé un registré to masu un garumu.
Vajadzibas gadijuma FO vaislas parus var turét vél 1-2 dienas, lai paaudzi F1 varétu iegut
velreiz.

5.—6. testa nedéela (F1)

Lai veicinatu izSkilSanos, inkubatoros esoSo ikru kustinasanu vienu lidz divas dienas pirms
gaidamas izskilSanas izbeidz vai samazina. Katru dienu jaunizSkiluSos mazulus sakopo péc
apstrades un sistematiski sadala pa konkrétas apstrades mazulu replikattvertném, kur nav
vairak ka 12 iz8kiluSos mazulu. To dara §adi: péc nejausibas principa izvélas jaunizskiluSos
mazulus un tos neskirojot pec kartas liek konkrétas apstrades replikatos, lidz visos apstrades
replikatos ir 12 jaunizSkiluSies mazuli. Ja mazulu nav pietickami daudz visu replikatu
aizpildiSanai, cenSas panakt, lai péc iesp€jas daudzakos replikatos biitu 12 mazuli F1 fazes
saksanai.

Ikrus, kas kontrolé nav izSkiluSies lidz divkarSotai medianalajai dienai, uzskata par
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dzivotnesp&jigiem un atmet. Katra replikata jaunizskiluSos mazulu skaitu registré un
aprekina Skilstibu.

7.—11. testa nedela (F1)

Visos replikatos ik dienas parbauda un registré zivju kapuru izdzivotibu. 43. testa diena
registré izdzivojuSo zivju skaitu katra replikata, ka ari replikata sakotn&ji ievietoto
jauniz8kilusos mazulu skaitu (nominali divpadsmit). Ta var aprékinat, cik procenti
dzivnieku péc iz8kilSanas sasniedz gandriz pieaugusu 1patnu stadiju.

Testa nedela (F1)

78.—85. testa diena no katras zivs astes spuras panem nelielu paraugu, lai noteiktu konkréta
Ipatna genotipisko dzimumu (t. i., veic spuru paraugoSanu). Izmantojot So informaciju,
izveido vaislas parus.

Tris dienu laika p&c katras zivs genotipiska dzimuma noteikSanas p&c nejausibas principa
izraugas 12 vaislas parus uz katru apstradi un 24 parus uz katru kontroli. No katra replikata
p&c nejausibas principa izraugas divas XX un divas XY zivis, tas sakopo p&c dzimuma un
tad no to vidus péc nejausibas principa izveido vaislas pari (t. 1., XX—XY pari). Izveido
vismaz 12 replikatus uz katru apstradi ar kimikaliju un vismaz 24 replikatus kontrolei (viens
vaislas paris uz replikatu). Ja replikata sakopoSanai vai nu divu XX zivju, vai divu XY zivju
nav, zivis ar attiecigo dzimuma genotipu nem no citiem attiecigas apstrades replikatiem.

Atlikusas zivis (ne vairak ka 8 uz replikatu) humani nonavé un paraugo, lai noskaidrotu
dazados gandriz pieauguSo 1patnu beigupunktus. Visu gandriz pieaugusSo Ipatnu paraugu
dmy datus (XX vai XY) saglaba, lai nodroSinatu, ka visus beigupunktu datus ir iesp&ams
sasaistit ar katras konkrétas zivs genétisko dzimumu.

13.-14. testa nedela (F1)

Gandriz pieauguso Ipatnu vaislas pariem pieaugot, ekspoziciju turpina. 98. testa diena (t. 1.,
diena pirms dienas, kura sak ikru ievakSanu), ikrus gan iznem no akvarijiem, gan nonem no
matitem.

15.-17. testa nedela (F1)

Katra replikata 21 dienu péc kartas ievac iznérstos ikrus un novérté to fekunditati un
fertilitati.

18. testa nedela (4. testa nedelas atkartojums) (F1 un F2)
120. testa dienas rita katra replikattvertné ievac ikrus. levaktos ikrus noveérté un tos katra
vaislas para ikrus, kas ir apaugloti, pec pavedienu nonemsSanas sakopo péc apstrades un
sistematiski sadala ikru inkubacijas kameras (20 apaugloti ikri uz inkubatoru). Inkubatorus

var ievietot atseviskas “inkubatortvertnés”, ko sagatavo katrai apstradei, vai replikattvertne,
kura iz8kiluSies kapuri paliks pec izskilSanas. Ir vélami embrijus savakt viena diena; toméer,
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ja embriju nav pietickami daudz, tos var savakt divas dienas. Ja tos savac divas dienas, visus
apstrazu embrijus, kas savakti pirmaja diena, sakopo ar tiem, ko savac otraja diena. Tad
visus katrai apstradei sakopotos embrijus p€c nejauSibas principa sadala pa
replikatinkubatoriem (20 embriji uz inkubatoru). Piezime. Ja kaut vienai apstradei ikri javac
ar1 otra diena, tapat jarikojas ar visam apstradém (arT kontrolém). Ja pec otras ievakSanas
dienas embriju skaits kada apstrade nav pietickams 20 embrijiem uz inkubatoru, konkrétas
apstrades embriju skaitu samazina lidz 15 embrijiem uz inkubatoru. Ja nav ar1 15 embriju uz
inkubatoru, replikatinkubatoru skaitu samazina tiktal, ka embriju pietiek 15 embrijiem uz
inkubatoru.

121. testa diena (vai 122. testa diena, lai biitu drosiba, ka paaudze F2 sakta veiksmigi) F1
vaislas parus humani nonavé un analiz€, lai noskaidrotu pieauguso Tpatnu beigupunktus.
Vajadzibas gadijuma F1 vaislas parus var turét vel 1-2 dienas, lai paaudzi F2 varétu iegiit
velreiz.

19.-20. testa nedela (F2)

Lai veicinatu iz8kilSanos, inkubatoros esoSo ikru kustinaSanu vienu Iidz divas dienas pirms
gaidamas izSkilSanas izbeidz vai samazina. Ja testu izbeidz, kad beidzas F2 izskilSanas,
1z8kiluSos mazulos katru dienu saskaita un atmet. (Uzskata, ka embriji, kas nav iz8kiruSies
pat p&c ilgakas inkubacijas, kas kontrolei ir divkarsa medianala izskilSanas diena, uzskata
par dzivotnespgjigiem.)
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10. papildinajums

STATISTISKA ANALIZE

MEOGRT iegiitie biologiskie dati péc veida nav unikali, un lidzigu datu (iznemot
patologijas datus) analiz€Sanai ir izstradatas daudzas piemérotas statistiskas metodes
atkariba no datu 1pasibam, tostarp normalitates, dispersiju homogenitates, ta, vai pétijuma
plans ir piem&rots hipotezes testéSanai vai regresijas analizei, parametriskajiem vai
neparametriskajiem testiem utt. leteicamas statistiskas analizes principa atbilst ESAO
ieteikumiem attieciba uz ekotoksiskuma datiem (OECD 2006) un MEOGRT datu analizes
lémumu pienemsSanas pliismas diagramma ir sniegta 2. attela.

Tiek pienemts, ka visbiezak datu kopu uzraditas atbildreakcijas biis monotonas. Turklat
jaapdoma, vai izmantot vienpus€ju vai abpus€ju statistisko testu. Ja vien nav kada
biologiska pamata domat, ka vienpusgjs tests bilitu nepiemérots, ieteicams izvElties
vienpus€ju testu. Lai gan nakamaja sadala ieteikti konkré&ti statistiskie testi, tomeér, ja
konkréto MEOGRT iegiito datu apstradei tiek izstradatas piemérotakas un/vai jaudigakas
statistiskas metodes, tad, lai $is priekSrocibas izmantotu pilnvertigi, izmanto attiecigos
statistiskos testus.

MEOGRT dati jaanalizé par katru genotipisko dzimumu atseviski. Ir divas stratégijas, ka
analizét datus par zivim ar invertetu dzimumu (XX t€viniem vai XY matitém): 1) visus
datus par dzimuminvertétam zivim visa testa cenzet, iznemot datus par dzimuminversijas
prevalenci katra replikata; 2) visus datus par visam dzimuminvertetajam zivim datu kopa
paturét un analizet péc genotipa.

Histopatologiskie dati

Histopatologiskos datus parskata norada smaguma atzimju forma, un to izverté ar
jaunizstradatu statistisko procediiru — Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices (RSCABS),
(Green et al., 2014). Rao—Skota korekcija lauj saglabat informaciju par replikaciju;
procedira by Slices ietver biologisko ekspektaciju, ka smaguma atzimes palielinasies,
pieaugot apstrades koncentracijam. RSCABS rezultati norada, kuram apstradém Kkatras
diagnozes gadijuma ir lielaka patologiju prevalence neka kontrolém un kads ir asociétais
smaguma limenis.

Dati par fekunditati

Fekunditates datus analiz€, izmantojot descendentu DZonkhira—Terpstras vai Viljamsa testu,
kura nosaka apstrades efektus, ar nosacijumu, ka dati liecina par monotonu atbildreakciju uz
koncentraciju. Izmantojot descendentu testu, visus salidzinajumus izdara nozimibas Itment
0,05 bez korekcijam péc veikto salidzinajumu skaita. Paredzams, ka dati atbildis monotonai
atbildeakcijai uz koncentraciju, bet par to var parliecinaties, vai nu datus apskatot, vai
izveidojot apstrazu videjo vertibu linearos un kvadratiskos kontrastus péc datu
hierarhiz€Sanas. Ja vien nav ta, ka kvadratiskais kontrasts ir nozimigs, bet linearais —
nenozimigs, veic trenda testu. Pret€ja gadijuma, ja dati ir sadaliti normali un dispersijas ir
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homogenas, apstrazu efektus nosaka ar Daneta testu. Ja §is prasibas nav izpilditas, izmanto
Dannas testu ar Bonferroni—-Holma [Bonferroni—Holm] korekciju. Visus noraditos testus
veic neatkarigi no vispariga F vai Kraskela—Volisa [Kruskal-Wallis] testa. Sikaku
informaciju sk. OECD 2006.

Ja tam ir statistisks pamatojums, var izmantot alternativas metodes, piem., visparinatu
linearu modeli ar Puasona klidam attieciba uz ikru skaitiSanu (bez transformacijas)
(Cameron and Trividi, 2013). Ja izmanto alternativu pieeju, ieteicams ltgt statistikas
specialista padomu.

Dienas ikru skaitiSana vienas paaudzes ietvaros

ANOVA modeli iegiist ar Y=laiks*laiks+apstrade+*apstrade+laiks*apstrade+*laiks*apstrade
ar nejauSajiem efektiem, kuri ir replikats(paaudze*apstrade) un laiks*replikats(apstrade),
kas pielauj vairakam paaudzeém abu tipu nevienadas dispersijas elementus. Seit “laiks”
apzime ikru skaitiSanas biezumu (piem., dienu vai ned€lu). Ta ir atkartotu mérjjumu analize:
atkartotos merjjumus veido korelacijas starp vienu un to pasu replikatu novérojumiem.

Apstrades galvenos efektus testé ar Daneta (vai Daneta—Sjui) testu, kura veic korekcijas péc
salidzinajumu skaita. Ir vajadzigas korekcijas attieciba uz galveno efektu “paaudze” vai
“laiks”, jo So divu efektu gadijuma “kontroles” Iimena nav un potenciali interesanti var bt
salidzinat katru limenu pari. So divu galveno efektu gadijuma, ja F tests attieciba uz galveno
efektu ir nozimigs liment 0,05, $a faktora Iimenu parveida salidzinajumus var testét Iiment
0,05 bez talakam korekcijam.

Modelis ietver divu un triju faktoru mijiedarbibu ta, ka galvenais efekts attieciba uz laiku
var neblit nozimigs, lai gan laikam ir ievérojama ietekme uz rezultatiem. Ta, ja divu vai tris
faktoru mijiedarbiba, kura iesaistits laiks, ir nozimiga Itmeni 0,05, laika Ilimenu
salidzinajumus nozimibas Itment 0,05 var pienemt bez talakam korekcijam.

Tad seko F testi, kuros noskaidro apstrades nozimibu laika, — ta sauktie ANOVA tabulas
“griezumi” [slices]. Piemé€ram, ja griezums, kas atbilst paaudzes F1 apstradei un laikam 12,
ir nozimigs Itmeni 0,05, tad parveida salidzinajumus attieciba uz F1 apstradi un laiku 12 var
pienemt Itment 0,05 bez talakam korekcijam. Tas pats attiecas uz testiem attieciba uz laiku
paaudzes F1 un apstrades konteksta un paaudzi konkréta laika un apstrades konteksta.

Visbeidzot, ja salidzinajums neietilpst neviena no minétajam kategorijam, salidzinajumi
jakorige atbilstosi p vertibam, izmantojot Bonferroni—-Holma korekciju. Plasaka informacija
par $adu modelu analizi atrodama Hocking (1985) un Hochberg and Tamhane (1987).

Vel viena iesp&ja ir registrét jéldatus un tos pétijuma parskata noradit ka katras dienas
fekunditati (ikru skaits) uz replikatu. P&c jeldatiem aprékina katra replikata vidéjo vertibu un
tai veic kvadratsaknes transformaciju. Transformé&tajam replikatu vidéjam vértibam pieméro
vienvirziena ANOVA, bet péc tam Daneta kontrastus. Var biit lietderigi katras apstrades
un/vai replikata fekunditates datus apskatit ar1 vizuali, izmantojot izkliedes diagrammu, kas
ilustré datus attieciba pret laiku. Ta var neformali novertét iesp&jamos efektus laika.
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Visi citi biologiskie dati

Visu statistisko analizu pamata ir pien€mums, ka, ja devas izraudzitas pienacigi, dati bus
monotoni. Tatad tiek pienemts, ka dati ir monotoni, un to monotonitati formali izverté ar
lineariem un kvadratiskiem kontrastiem. Ja dati ir monotoni, ieteicams izmantot DZonkhira—
Terpstras replikatu medianu trenda testu (OECD 2006 ieteikums). Ja kvadratiskais kontrasts
ir nozimigs, bet linearais — nenozimigs, dati uzskatami par nemonotoniem.

Ja dati ir nemonotoni, it seviski tapec, ka atbildreakcija uz vienu vai divam augstako limenu
apstradém ir mazaka, jaapsver iesp&ja datu kopu cenzet, proti, to analizet, §is apstrades
nenemot véra. Sis lémums bis japienem, profesionali izvértgjot visus pieejamos datus, it
seviski datus, kas liecina par acimredzamu toksicitati Sajos apstrades Iimenos.

Nav ieteicams transform&t garuma un masas datus, lai gan tas dazkart var biit nepiecieSams.
Savukart attieciba uz vitelogenina datiem ieteicama logaritmiska transformacija, attieciba uz
SDzP datiem (analas spuras papillas) — kvadratsaknes transformacija; attieciba uz datiem
par Skilstibas raditaju, izdzivotibas procentualo dalu, dzimumu attiecibu un augligo ikru
procentualo dalu — arksinusa—kvadratsaknes transformacija. Laiks lidz izskilSanas bridim
un laiks [idz pirmajam narstam jauztver ka dati par laiku lidz notikumam, un atsevisku
embriju neizskilSanas konkrétaja perioda vai replikatu nenarstoSana jauztver ka labgji
cenzeti dati. Laiks Iidz izskilSanas bridim jaaprékina no katra replikata medianalas
iz8kilsanas dienas. Sos beigupunktus aprékina, izmantojot Koksa proporcionilo
apdraudéjumu modeli jauktiem efektiem.

Biologiskajos datos par pieauguso patnu paraugiem ir viens mérfjjums uz replikatu, proti,
katra replikatakvarija ir viena XX zivs un viena XY zivs. Tapéc ieteicams replikatu vidéjam
vertibam piemerot vienvirziena ANOVA. Ja ir speka ANOVA pien€mumi (normalitate un
dispersijas homogenitate, kas ANOVA atlikumos novértsta attiecigi ar Sapiro—Vilka
[Shapiro—Wilk] testu un Levina [Levene] testu), lai noteikt apstrades, kas atSkiras no
kontroles, izmanto Daneta kontrastus. Savukart, ja ANOVA pienémumi nav speka, tad, lai
noteiktu, kuras apstrades atSkiras no kontroles, izmanto Dannas testu. Lidzigu procediru
teicams i1zmantot attieciba uz datiem procentualo dalu forma (fertilitate, Skilstiba un
izdzivotiba).

Biologiskajos datos par gandriz pieauguso ipatnu paraugiem ir 1 Iidz 8 merfjjumi uz
replikatu, proti, genotipiska dzimuma vid€jo vertibu replikata var veidot dazads Ipatnu
skaits. Tapéc ir ieteicams izmantot ANOVA modeli jauktiem efektiem, bet pec tam Daneta
kontrastus, ja speéka normalitates un dispersijas homogenitates pienémumi (attieciba uz
jaukto efektu ANOVA atlikumiem). Ja pien€mumi nav spéka, tad, lai noteiktu, kuras
apstrades atSkiras no kontroles, izmanto Dannas testu.

2. attels. Plusmas diagramma ar MEOGRT datu analizei ieteicamajam statistiskajam procediiram.
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C.53. ABINIEKU KAPURU AUGSANAS UN ATTISTIBAS TESTS (LAGDA)

IEVADS

1.

ST testé$anas metode ir ekvivalenta ESAO testé$anas vadlinijai Nr. 241 (2015). Vajadzibai
izstradat un validét testu, ar kuru iesp&ams konstatét un raksturot, kadas nelabvéligas
sekas rada abinieku ekspozicija toksiskam kimikalijam, pamata ir bazas, ka kimikaliju
limeni vidé var atstat nelabvéligu ietekmi gan uz cilvéku, gan citu dzivo dabu. ESAO
test€Sanas vadlinija “Abinieku kapuru augSanas un attistibas tests (LAGDA)” aprakstits
toksiskuma tests, kura izmanto tadas sugas abiniekus, kas lauj nemt véra augSanu un
attistibu no apaugloSanas lidz agrinajai mazula stadijai. Saja testa (kura garums parasti ir
16 nedelas) tiek noverteta agrina attistiba, metamorfoze, izdzivotiba, pieaugums un dal&ja
reproduktivas sistémas nobriesana. Ar to var novertét ar1 dazadus citus beigupunktus, kas
dod iesp&ju diagnostiski izvertet domajamas endokrini disruptivas kimikalijas (EDK) vai
citu veidu ontogenétiskos un reproduktivos toksikantus. Saja testéSanas metodé aprakstitas
metodes pamata ir validacijas darbs, ko ar Afrikas pieSvardi (Xenopus laevis) veikusi ASV
Vides aizsardzibas agentiira (ASV VAA), un paligdarbs Japana (1). Lai gan augS$anas un
attistibas test€Sanas protokolam vartu izmantot ari citu sugu abiniekus (svarigs
priek$noteikums ir sp&ja noteikt genétisko dzimumu), konkrétas metodes un novérojamie
beigupunkti, kas izklastiti Saja testéSanas metodge, attiecas tikai uz Xenopus laevis.

LAGDA ir augstakas pakapes abinieku tests, kas lauj iegiit pilnigaku koncentracijas—
atbildreakcijas informaciju par nelabvéligo ietekmi un tapec ir piemérots apdraud&jumu
apzinasanai un raksturoSanai un ekologisko risku novérté$anai. Tests atbilst ESAO
endokrino disruptoru test€Sanas un novérté€Sanas konceptuala satvara 4. [imenim, kura
ietilpst in vivo testi, kas nodroSina ari datus par nelabvéligo ietekmi uz endokrini
relevantiem beigupunktiem (2). Vispar€jais eksperimenta plans paredz X. laevis embrijus,
kas ir 8.-10. stadija péc Nivkopa un Fabera [ Nieuwkoop and Faber (NF)] (3), eksponét
teste§jamajai kimikalijai ne mazak ka cetras dazadas koncentracijas (parasti vismaz
puslogaritmiskos intervalos), izmantojot ar1 vienu vai vairakas kontroles, Iidz pagajusas
10 nedélas pec medianala laika Iidz 62. NF stadijai kontrol€é, ar vienu starpposma
apakSparaugu 62. NF stadija (<45 dienas péc apaugloSanas, parasti aptuveni 45 dienas
(dpa)). Katrai test€jamajai koncentracijai izmanto Cetrus replikatus, bet kontrolei astonus
replikatus. Ekspozicijas gaita izvertétie beigupunkti (starpposma apaksSparauga un galigaja
parauga, kad tests noslédzas) ietver beigupunktus, kas liecina par vispar&ju toksicitati, —
mirstiba, anormala uzvediba un pieaugums (garums un masa) —, ka ar1 beigupunktus, kuru
uz estrogéna, androgéna vai vairogdziedzera medigtiem fiziologiskajiem procesiem. Saja
metodé galvenais uzsvars likts uz iesp&jamu populacijas Itmeni relevantu ietekmi (proti,
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nelabveligu ietekmi uz izdzivotibu, attistibu, augSanu un reproduktivo attistibu), lai varétu
aprékinat nenoveérojamas ietekmes koncentraciju (NOEC) vai efektivo koncentraciju, kas
meéramaja beigupunkta rada x % izmainu (ECx). Tome@r jaatzim&, ka uz ECx balstitas
pieejas reti ir piemérotas Sadiem lieliem pétjjumiem, kuros palielinat test€§jamo
koncentraciju skaitu, lai varétu noteikt vajadzigo ECx, var biit nepraktiski. Tapat jaatzime,
ka metode neattiecas uz pasu reproduktivo posmu. Saja testéSanas metodé izmantotas
definicijas ir sniegtas 1. papildinajuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

3. Ta ka testétas salidzino$i nedaudzas kimikalijas un $a visai sarezgita testa validéSana
iesaistijusas salidzinoSi nedaudzas laboratorijas, turklat eksperimentu datos Iidz $im nav
dokumentéta interlaboratoriska reproducgjamiba, ir gaidams, ka tad, kad biis pieejami
pietickami daudzi pétijumi, lai varétu noverteét $a jauna pétijuma plana ietekmi, ESAO
testeSanas vadlinija Nr. 241 tiks parskatita un vajadzibas gadijuma grozita, nemot véra
giito pieredzi. LAGDA ir svarigs tests, kas lauj novertét abinieku populacijas sarukumu
iespgjamos celonus, izveértgjot ietekmi, ko rada ekspozicija kimikalijam jutigaja kapuru
stadija, kura ietekme uz izdzivotibu un attistibu, arT normalu reproduktivo organu attistibu,
var atstat nelabveligu ietekmi uz populacijam.

4. Tests ir izstradats ta, lai detektetu gan endokrino, gan neendokrino mehanismu apikalo
ietekmi, un taja ir diagnostiskie beigupunkti, kas ir dalgji specifiski svarigdm endokrinajam
modalitateém. Jaatzime, ka lidz LAGDA izstradei nebija neviena validéta testa, kas pilditu
So funkciju attieciba uz abiniekiem.

5. Ir svarigi, lai pirms testa sakSanas biitu pieejama informacija par teste§jamas kimikalijas
fizikalkimiskajam ipasibam, 1pasi talab, lai varétu iegtt stabilus kimikalijas Skidumus.
Svarigi ir arl tas, lai bilitu pieejama pietiekami jutiga analitiska metode test€jamas
kimikalijas koncentraciju verific€Sanai. Lai testam dotu pietiekamu jaudu, kas lautu
izvertét tadus populacijas ltmeni relevantus beigupunktus ka peiaugums, attistiba un
reproduktivais briedums, aptuveni 16 ned€las ilgaja testa vajadzigi kopa 480 dzivnieki,
t. 1., X. laevis embriji (vai, ja izmanto $kidinataja kontroli, 640 embriji).

6. Pirms test€Sanas metodes izmantoSanas kada maisijuma testé€Sanai regulativa noluka ir
jaapsver, vai ar to var iegiit paredz€tajam regulativajam noliikam pienemamus rezultatus.
Turklat Saja testa netiek tieSi izvertéta fekunditate, tapéc tas ESAO test€Sanas un
novertéSanas konceptualaja satvara var nebiit piemerots lietoSanai talaka limeni par 4.

TESTESANAS METODES ZINATNISKAIS PAMATS
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Misu pasreiz€ja izpratne par abinieku biologiju liela méra veidojusies, izmantojot
laboratorijas paraugsugas X. laevis dzivniekus. Sis sugas dzivniekus ir viegli audzét
laboratorija, to ovulaciju var izraisit ar cilvéka horionisko gonadotropinu (ACG), un $o
dzivnieku krajumi ir plasi pieejami no komercaudzetajiem.

Abinieku, tapat ka visu citu mugurkaulnieku, reprodukcija norit hipotalama, hipofizes un
gonadu (HHG) ass kontrolé (4). Sis endokrinds sistémas mediatori ir estrogéni un
androgeni, kas nosaka dzimumdimorfo audu attistibu un fiziologiju. Abinieku dzives cikla
ir tr1s stadijas, kad §1 ass ir seviski aktiva: 1) gonadu diferenciacija kapuru attistibas laika,
2) sekundaro dzimumpazimju attisttba un gonadu nobrieSana mazulu stadija un 3)
pieauguSo 1patnu funkcionala reprodukcija. Ir pamats domat, ka noteiktas kimikalijas,
piem., estrogéni un androgéni, katra no S$Tm attistibas stadijam var izraisit endokrinus
trauc€jumus, kuru ietekme eventuali mazinas organismu reproduktiva spgja.

Gonadu attistiba sakas 43. NF stadija, kad attistas bipotenciala genitala kore. Gonadu
diferenciacija sakas 52. NF stadija, kad sakotng&jas digl$tinas vai nu migré uz medularajiem
audiem (tévini), vai paliek attistoSos gonadu kortikalaja regiona (matites) (3). Pirmas zinas,
ka Sis gonadu dzimumdiferenciacijas process ir uznémigs pret kimiskam izmainam
Xenopus, paradijas XX gs. 50. gados (5) (6). Ja kurkuli Saja gonadu diferenciacijas perioda
tiek eksponéti estradiolam, té€vini dzimuminvertgjas, proti, izaug par pilnigi funkcionalam
matitem (7) (8). Ir iesp&jama arT matiSu funkcionala dzimuminverté€$anas par téviniem, par
ko zinots péc seklinieku audu implantacijas kurkulos (9). Tacu, lai gan funkcionalu
dzimuminversiju X. tropicalis izraisa ar1 ekspozicija aromatazes inhibitoram (10), tas nav
konstatéts ar X. laevis. Vesturiski toksikantu ietekme uz gonadu diferenciaciju tika
noveértéta, gonadas histologiski izmekl&jot metamorfozes laika, un dzimuminversiju vargja
noteikt, tikai analiz€jot dzimumu attiecibu. V&l nesen tie$i noteikt Xenopus genétisko
dzimumu nebija iesp&jams. Tomer nesen atklati ar dzimumu saistiti X. /aevis markieri, kas
dod iesp&ju noteikt genétisko dzimumu un dzimuminvertétos dzivniekus identificét tiesa
veida (11).

Attistoties jaunajiem te€viniem, asinis palielinas testosterona limenis, kas atbilst sekundaro
dzimumpazimju attistibai, ka ari s€klinieku attistibai. Attistoties matiteém, olnicas rodas
estradiols, ka ietekm€& plazma paradas vitelogenins (VTG) un olnica — vitelogeniniski
ooctti un attistas olvadi (12). Olvadi ir matiSu sekundara dzimumpazime, kas ietekmée
oocitu nobrieSanu reprodukcijas laika. Oocitiem virzoties caur olvadu, tie parklajas ar
glotainu apvalku un, gatavi apaugloSanai, sakrajas ikru maisa. Ta ka olvadu attistiba
X. laevis (13) un X tropicalis (12) korele ar estradiola Iimeni asinis, to, Skiet, regulé
estrogéni. Ir sanemtas zinas, ka péc ekspozicijas polihlorbifeniliem (14) un 4-ferc-
oktilfenolam (15) olvadi attistijusies ar1 t€viniem.
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TESTA PRINCIPS

11. Testa plans paredz X. laevis embrijus, kas ir 8.—10. NF stadija, tdens cela eksponét
test€jamajai kimikalijai Cetras dazadas koncentracijas, izmantojot ari vienu vai vairakas
kontroles, Iidz pagajuSas 10 ned€las péc medianala laika 1idz 62. NF stadijai kontrole, ar
vienu starpposma apakSparaugu 62. NF stadija. Lai gan var bt iesp&jams ar baribu dot ar1
loti hidrofobisku kimikaliju devas, Iidz §im Saja testa pieredze ar So ekspozicijas celu ir
maza. Katrai test€jamajai koncentracijai izmanto Cetrus replikatus, bet katrai kontrolei
astonus replikatus. Ekspozicijas laika izveérteé beigupunktus, kas liecina par vispargju
toksicitati (t. 1., mirstiba, anormala uzvediba un pieaugums (garums un masa)), ka ari
beigupunktus, kuru meérkis ir raksturot specifiskus endokrino toksicitati izraisoSus
iedarbibas veidus, kas veérsti uz estrogéna, androgéna vai vairogdziedzera medi€tiem
fiziologiskajiem procesiem (t. i., vairogdziedzera histopatologija, gonadu un gonadu vadu
histopatologija, anormala attistiba, vitelogenins plazma (péc izv€les) un
genotipisko/fenotipisko dzimumu attiecibas).

TESTA DERIGUMA KRITERILJI
12. Piemérojami $adi testa deriguma kriteriji:
- 1z8kidusa skabekla koncentracijai visa testa laika jabut > 40 % no gaisa piesatindgjuma
veértibas;

- Udens temperatiirai jabiit 21 + 1 °C diapazona, un atSkiribam starp replikatiem un
apstradém nevajadzetu parsniegt 1,0 °C;

- testa Skiduma pH jauztur no 6,5 11dz 8,5, un atskiribam starp replikatiem un apstradém
nevajadzetu parsniegt 0,5;

- jabut pieejamam liecibam, ka test€jamas kimikalijas koncentracija Skiduma ir apmierinosi
uzturéta £ 20 % diapazona ap vid€jam izmeritajam vertibam;

- kontrol€s mirstibai katra replikata ekspozicijas perioda vajadzetu biit < 20 %;

- dzivotspgjai narsta, ar kuru izvélas sakt petijumu, vajadzetu biit > 70 %;

- medianalajam laikam [idz 62. NF stadijai kontrol€s vajadzetu but < 45 dienam;

- kontrol@s un testa kontrol€s (ja tadas izmanto) testa organismu vid€jai masai 62. NF stadija
un testa beigas vajadzetu sasniegt attiecigi 1,0 £0,2un 11,5+ 3 g.

13. Lai gan tas nav deriguma kriterijs, ir ieteicams, lai analizei butu pieejamas vismaz tris
Iimenu apstrades ar trim nekompromitétiem replikatiem. Parmeériga mirstiba, kas apstradi
kompromite, ir >4 tadi naves gadijumi (> 20 %) 2 vai vairak replikatos, ko nevar
izskaidrot ar tehnisku klidu. Analizei vajadz€tu biit pieejamam vismaz divu Ilimenu

566



14.

D060575/02

apstradém bez acimredzamas toksicitates. Acimredzamas toksicitates pazimes ir, pieméram
(bet ne tikai), pacelSanas Gidens virspusé, gulésana tvertnes dibena, peldésana ar véderu uz
augSu vai haotiska peldé$ana, neuznirS$ana un nereagéSana uz stimuliem, morfologiskas
anormalijas (piem., deformétas ekstremitates), hemoragiski bojajumi un védera uzpusanas.

Ja noveérojamas novirzes no testa deriguma kriterijiem, sekas jaapluko kopsakara ar testa
rezultatu ticamibu un §1s novirzes un apsvérumi jaatspogulo testé€Sanas parskata.

METOZU APRAKSTS

Aprikojums

15.

Parastais laboratorijas aprikojums, jo Tpasi:

a) temperatiiras reguléSanas aprikojums (piem., silditaji vai dzesetaji, kas noregul€jami uz
21°+1°C);

b) termometrs;

¢) binokulars stereomikroskops un disekcijas instrumenti;

d) digitala kamera ar vismaz 4 megapikselu izskirtsp&ju un mikrorezimu (ja nepiecieSams);
e) analttiskie svari ar precizitati Iidz 0,001 mg vai 1 pg;

f) 1z8kidusa skabekla un pH merinstrumenti;

g) gaismas intensitates meritajs, kas rezultatus uzrada luksos.

Udens

Izcelsme un kvalitate

16.

17.

AtskaidiSanai var izmantot jebkadu vietgji pieejamu tideni (piem., avota tideni vai caur ogli
izfiltrétu krana tdeni), kura X laevis var normali augt un attistities; vajadz€tu bt
pieradijumiem, ka dzivnieki $aja Gideni aug normali. Ta ka vietéja tdens kvalitate dazadas
vietas var bitiski atSkirties, ir javeic Udens kvalitates analizes, jo 1paSi, ja nav pieejami
vesturiski dati par tdens izmantojamibu abinieku kapuru audz€Sana. Ja zinams, ka
atSkaidiSanai izmantota tidens kvalitate ir relativi nemainiga, tad pirms testéSanas sakuma
un/vai, piem., reizi seSos ménesos javeic smago metalu (piem., Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni),
biezak sastopamo anjonu un katjonu (piem., Ca?", Mg*", Na*, K*, CI', SO4%), pesticidu,
kopgja organiska oglekla un suspendéto cietvielu meérjjumi. DaZas pienemama
atSkaidiSanas idens kimiskas Tpasibas ir noraditas 2. papildinajuma.

Jodida koncentracija testesanas iideni

Lai vairogdziedzeris var€tu sintez€t tiroidhormonus normalai metamorfozes norisei,
kapuriem ar fideni un uzturu jauznem pietieckami daudz jodida. Empiriski iegtitu vadliniju,
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kas noteiktu minimalas jodida koncentracijas bariba vai uztura pienacigai attistibai, paslaik
nav. Tacu jodida piecjamiba var ietekmét vairogdziedzera sistémas sp&ju reagét uz
vairogdziedzera darbibu ietekmé&josajam kimikalijam, un ir zinams, ka ta var mainit
vairogdziedzera pamataktivitati, tapéc, interpretéjot vairogdziedzera histopatologijas
rezultatus, Sim aspektam japieverS uzmaniba. Lidzsingja darba ir pieradits, ka tests norit
veiksmigi, ja atSkaidiSanas fidens jodida (I") koncentracija ir diapazona no 0,5 1idz 10 pg/l.
Ideala gadijuma minimalajai jodida koncentracijai atSkaidiSanas fideni visa testa jabiit
0,5 pg/l (ko pievieno ka natriju vai kalija sali). Ja test€Sanas tideni rekonstitu€ no
dejonizeta Gidens, tam pievieno jodu minimalaja koncentracija 0,5 pg/l. Izméritas jodida
koncentracijas testa tident (t. i., atSkaidiSanas tidenT) un testa idens papildinasana ar jodu
vai citiem saliem (ja tada veikta) janorada parskata. Joda saturu var mérit ne tikai testa
uidend, bet ari bariba.

Ekspozicijas sistema

18. Tests ir izstradats, izmantojot caurplides atSkaidiSanas sistemu. Sist€émas komponentiem,
kas nonak kontakta ar Gideni, jabut izgatavotiem no stikla, nerfiso$a térauda un/vai citiem
kimiski inertiem materialiem. Ekspozicijas tvertném jabiit stikla vai neriisosa t€rauda
akvarijiem, un to izmantojamajai ietilpibai jabut no 4,0 Iidz 10,0 I (minimalais tdens
dzilums: 10 Iidz 15 cm). Sistémai jasp&j uznemt visas ekspozicijas koncentracijas, kontroli
un vajadzibas gadijuma ar1 $kidinataja kontroli; katra apstrade jabit Cetriem replikatiem un
kontrol&s astoniem. Plismas atrumam uz katru tvertni jabiit nemainigam, lai uzturétu gan
biologiskos apstaklus, gan ekspoziciju kimikalijai. Ieteicams nodro$inat piemérotu
caurplidumu (piem., vismaz 5 tvertnes Gidens nomainas diena), lai nepielautu kimikalijas
koncentracijas samazinasanos tapéc, ka to metaboliz€ gan testa organismi, gan akvarija
esoSie mikroorganismi, vai tapéc, ka tas degradgjas abiotiski (hidrolize, fotolize) vai zud
(izgaroSana, sorbcija). Apstrades tvertnes nejauSinati jaizkarto ekspozicijas sistéma ta, lai
mazinatu iesp&jamo novietojuma ietekmi, piem., nelielas temperatiiras, gaismas
intensitates u. tml. atSkiribas. Papildu informaciju par caurplides ekspozicijas sist€ému
iekartoSanu var iegit ASTM Standard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests on Test
Materials with Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians (16).

Kimikalijas padoSana: testa Skidumu sagatavoSana

19. Lai sagatavotu testa Skidumus ekspozicijas sisteéma, taja ar piemérotu siikni vai citu aparatu
dozeé testgjamas kimikalijas izejSkidumu. Pirms ekspozicijas sakSanas izejSkiduma
caurplidumu kalibré péc testa Skiduma analitiskajiem raditajiem un testa gaita to
periodiski parbauda volumetriski. Testa Skidums katra kamera jaatjaunina, veicot vismaz
5 tilpumatjauninasanas diena.

20. Metodi, ar kadu test§jamo kimikaliju ievadit sistéma, nosaka atkariba no tas
fizikalkimiskajam 1paSibam. Tapéc pirms testa sakSanas par kimikaliju jaiegiist bazlinijas

568



21.

D060575/02

informacija, kas palidz noteikt tas test€§jamibu. Noderiga informacija par testéjamas
kimikalijas specifiskajam ipaSibam ir, piemé&ram, tas strukttrformula, molekulmasa, tiriba,
stabilitate ideni un gaisma, pKa. un Kow, Skidiba @ideni (v€lams, testa vid€) un tvaika
spiediens, ka ar1 bionoardamibas viegluma testa (testeéSanas metode C.4. (17) vai C.29
(18)) rezultati. Skidibu un tvaika spiedienu var izmantot, lai aprékinatu Henrija likuma
konstanti, kas norada, vai var rasties test§jamas kimikalijas zudumi iztvaikoSanas d&l.
Testa veikSana bez ieprieks noraditas informacijas uzmanigi jaizsver, jo pétijuma plans bus
atkarigs no test€jamas kimikalijas fizikalkimiskajam 1ipasibam un testa rezultatus
interpretét bez Siem datiem var but griiti vai bezjédzigi. Vajadzetu but, ka test€jamas
kimikalijas kvantitativai noteikSanai testa Skidumos ir pieejama uzticama analitiska metode
ar zinamu pareizibu un noteik$anas robezu. Udeni $kistoSas testejamas kimikalijas var
nodroSinat testa mérkkoncentraciju. Kimikalijam, kas istabas temperatura ir Skidra vai
cieta agregatstavokli un tideni Skist vid&ji labi, var but jaizmanto Skidruma:skidruma vai
Skidruma:cietvielas (piem., stikla vates kolonna) saturatori (19). Lai gan var biit iesp&jams
ar baribu dot ar1 loti hidrofobisku testejamo kimikaliju devas, lidz Sim $aja testa pieredze
ar So ekspozicijas celu ir maza.

Izraudzito koncentraciju testa Skidumus sagatavo, atSkaidot izejSkidumu. IzejSkidumu
vElams sagatavot, test€jamo kimikaliju atSkaidiSanas tideni vienkar$i iemaisot vai taja
iejaucot ar mehaniskiem Iidzekliem (piem., samaisot un/vai apstradajot ar ultraskanu).
Piemérotas koncentracijas izejSkiduma iegliSanai var izmantot piesatinaSanas
kolonnas/sistemas vai pasivas dozeéSanas metodes (20). leteicams izmantot testa sist€mu
bez papildskidinataja; tomér dazadam test€jamajam kimikalijam ir dazadas fizikalkimiskas
pasibas, kas parasti prasa atSkirigas pieejas kimikalijas ekspozicijas tidens sagatavoSanai.
Katra zina jacenSas izvairities no S$kidinataju vai nes€ju izmantoSanas, jo: 1) dazi
Skidinataji pasi var izraisit toksicitati un/vai nevélamu vai negaiditu atbildreakciju, 2) ja
test§jamas kimikalijas koncentracija parsniedz tas Skidibu tdeni (ka nereti gadas, ja
izmanto $kidinatajus), noteiktas efektivas koncentracijas var biit nepareizas, 3) Skidinataju
izmantoSana ilgakos testos var radit ieveérojamu bioplévi, kas saistama ar mikroorganismu
aktivitati, un ta var ietekmé& vides apstaklus, ka ar1 sp&u uzturét ekspozicijas
koncentracijas un, 4) ja nav veésturisko datu, kas pierada, ka S$kidinatajs pétijuma iznakumu
neietekmé, $kidinatajus var izmantot tikai ar $kidinataja kontroli, savukart tas ir pretruna
dzivnieku labklajibas principiem, jo testa veikSanai tad vajadzigi papildu dzivnieki.
Skidinataju izmanto ka galgju lidzekli sarezgiti testéjamu kimikaliju gadijuma, un
piemérotako metodi izvélas, izmantojot ESAO noradijumu dokumentu par sarezgiti
testé§jamu vielu un maisijumu Gidenstoksiskuma testé3anu (21). Skidinataja izvéli nosaka
test€jamas kimikalijas kimiskas ipaSibas un pieejamie véesturiskie kontrolu dati par
Skidinataja izmantoSanu. Ja vesturisko datu nav, pirms galiga pétijuma veikSanas janosaka
Skidinataja piemeérotiba. Ja no Skidinataja izmantoSanas nevar izvairities un novérojama
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mikrobiala aktivitate (biopléves veidosanas), ieteicams visa testa laika registrét / parskata
noradit biopléves apmeru katra tvertné (vismaz reizi ned€la). Ideala gadijuma skidinataja
koncentracija skidinataja kontrol€ un visas apstradatajas grupas biitu jauztur nemainiga. Ja
Skidinataja koncentraciju neuztur nemainigu, S$kidinataja kontrolé jaizmanto augstaka
Skidinataja koncentracija, ko izmanto apstradé. Gadijumos, kad par nes€ju izmanto
Skidinataju, maksimalajai $kidinataja koncentracijai nevajadzétu parsniegt 100 pl/l vai
100 mg/l (21), un ir ieteicams $kidinataja koncentraciju saglabat péc iesp&jas mazu (piem.,
< 20 pl/1), lai noverstu iesp&jamu skidinataja ietekmi uz meritajiem beigupunktiem (22).

Testa dzivnieki

Testa suga
22. Testa suga ir X. laevis $adu iemeslu dél: 1) to biezi audz€ laboratorijas visa pasaulé, 2) to ir
viegli ieglit no komercialiem piegadatajiem un 3) tai var noteikt gen&tisko dzimumu.

Pieauguso dzivnieku kopsana un audzésana
23. Piemérota X. laevis kopSana un audz€Sana ir aprakstita standartizéta vadlinija (23).
X. laevis turéSanu un kopSanu apraksta ari Read (24). Lai induc€tu vairoSanos, trim Iidz
pieciem pieauguSu matiSu un tévinu pariem intraperitoneali injic€ cilvéka horionisko
gonadotropinu (ACG). Matit€m un teéviniem injic€, piem., attiecigi aptuveni 800—1000 SV
[starptautiskas vienibas] un 500-800 SV ACG, kas izskidinats 0,6-0,9 % fiziologiska
Skiduma (vai varzu Ringera $kiduma, kas ir izotonisks fiziologiskais $kidums abiniekiem;
www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR.html). Injicé aptuveni

10 ul/g kermena masas (~ 1000 pl). Péc induc€sanas vaislas parus netraucétus tur lielas
tvertn@s, kuras ir statiski apstakli, lai veicinatu ampleksu. VairoSanas tvertném jabiit ar
neriisosa te€rauda sieta dubultdibenu (piem., ar 1,25 cm acim), kas ikriem lauj uzkraties
tvertnes apaksa. Vardes, kas saneémusas 2ZCG injekciju véla pécpusdiena, parasti lielako
dalu ikru izneér§ nakamas dienas priekSpusdiena. Kad iznérsts un apauglots pietickams
daudzums ikru, pieaugusos dzivniekus no vairoSanas tvertném iznem. Tad ikrus savac un
atgloto ar L-cisteinu (23). Sagatavo 2 % L-cisteina Skidumu, kura pH korigé lidz 8,1 ar
1 M NaOH. So 21 °C silto $kidumu ielej 500 ml Erlenmeijera kolba, kura ir viena narsta
ikri, un mindti vai divas uzmanigi skalo uz rinki, bet péc tam 6-8 reizes riipigi noskalo ar
21 °C siltu kulturSkidumu. Tad ikrus parnes uz kristalizacijas trauku un nosaka to
dzivotsp&ju, kam jabiit >70 %, un embrijos, kuros konstat€§jama Stnu daliSanas,
anormalijam jabiit minimalam.

TESTA PLANS

Testejamas koncentracijas

570



D060575/02

24.Ir ieteicams izmantot vismaz Cetras kimikalijas koncentracijas un attiecigas kontroles
(vajadzibas gadijuma ar1 S$kidinataja kontroles). Parasti ieteicams izmantot koncentraciju
intervalu (atstatumu koeficientu), kas neparsniedz 3,2.

25. Lai izvairitos no acimredzami toksiskam koncentracijam, testa vajadzibam augstakas
test€§jamas koncentracijas noteikSanai pec iesp&jas liela mera izmanto Iidz§ingjo abinieku
pétljumu rezultatus. So koncentraciju noteikt var palidzét informacija par struktiiras un
aktivitates kvantitativajam sakaribam, informacija par analogiem un dati no lidzs$in&jiem
abinieku pétijumiem, piem., abinieku metamorfozes testa (test€Sanas metode C.38 (25)) un
Xenopus varzu embriju teratogenézes testa (23) un/vai testiem ar zivim, piem., testéSanas
metodém C.48, C.41 un C.49(26) (27) (28). Pirms LAGDA var veikt diapazona noteikSanas
eksperimentu. Ir ieteicams diapazona noteikSanas noliikkos veicamo ekspoziciju sakt
24 stundu laika p&c apauglosSanas un turpinat 7—14 dienas (vai vairak, ja nepieciesams), un
test§jamas koncentracijas noteikt tadas, ka intervali starp tam neparsniedz koeficientu 10.
Diapazona noteikSanas eksperimenta rezultati biitu jaizmanto augstakas LAGDA test€jamas
koncentracijas noteikSanai. Jaatzim&, ka, ja nakas izmantot Skidinataju, diapazona
noteikSanas pétijuma ietvaros var noskaidrot ari Skidinataja piemérotibu (t. 1., vai tas
ietekmé pétijuma iznakumu).

Apstrades grupu un kontrolu replikati

26. Jaizmanto vismaz Cetras replikattvertnes uz testa koncentraciju un vismaz astoni replikati
uz kontroli (un Skidinataja kontroli, ja tada vajadziga), proti, lai panaktu pienacigu
statistisko jaudu, replikatu skaitam kontrolé un $kidinataja kontrolg, ja tada ir, jabit divreiz
lielakam par replikatu skaitu katra apstrades grupa. Katra replikata jabiit ne vairak ka
20 dzivniekiem. Minimalais dzivnieku skaits biitu 15 (5 62. NF stadijas apakSparaugam un
10 mazuli). Tomer, lai nemtu véra mirstibu un panaktu, ka dzivnieku skaits nenoslid zem
kritiska skaita 15, katram replikatam pievieno papildu dzivniekus.

PROCEDURA

Testa parskats

27.Testu sak ar tikko iznérstiem embrijiem (8.—10. NF stadija) un turpina lidz mazulu
attistibai. Dzivniekus ik dienas apskata, lai konstatétu naves gadijumus vai anormalas
uzvedibas pazimes. 62. NF stadija savac kapuru apakSparaugu (lidz 5 dzivniekiem uz
replikatu) un noskaidro vairakus beigupunktus (1. tabula). Kad visi dzivnieki sasniegusi
66. NF stadiju, proti, noslégusies metamorfoze (vai aptuveni 70 dienas péc testa
sakSanas — atkariba no ta, kura diena ir agraka), veic nejauSinatu atlasi (bez
apak§paraugoSanas), lai dzivnieku skaitu samazinatu (10 uz tvertni) (sk. 43. punktu), bet
atlikuSos dzivniekus turpina eksponét, Iidz pagajusas 10 ned€las péc medianala laika lidz
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62. NF stadijai kontrol€. Testu beidzot (mazulu paraugosana), veic papildu mérjjumus
(1. tabula).

Ekspozicijas nosacijumi

28.

29.

Pilnigs testa parametru kopsavilkums atrodams 3. papildinajuma. Ekspozicijas perioda ik
dienas méra testa Skidumos izSkiduSo skabekli, temperatiru un pH. Elektrovaditsp&ju,
sarmainibu un cietibu méra reizi ménesi. Testa Skidumu tidens temperatira dazados
replikatos un dazadas apstrades (vienas dienas ietvaros) nedrikstetu atSkirties par vairak
neka 1,0 °C. Savukart testa Skidumu pH dazados replikatos un dazadas apstrades
nedrikstetu atSkirties par vairak neka 0,5.

Ekspozicijas tvertnes ik dienas var iztirit ar sifonu, lai nonemtu neap€sto baribu un
ekskrementus, izvairoties no tvertnu krusteniskas kontaminacijas. Jauzmanas dzivniekiem
neradit stresu un tos netraumét, it seviski parvietoSanas, akvarija tiriSanas un manipulaciju
laika. Jaizvairas no stresu izraisoSiem apstakliem/darbibam, piem., skala un/vai nerimtiga
troksSna, klauvésanas pa akvarijiem, tvertnu vibracijam.

Ekspozicijas ilgums

30.

Ekspoziciju test€§jamajai kimikalijai sak ar jaunizn€rstiem embrijiem (8.—10. NF stadija) un
turpina, 1idz pagajuSas desmit nedélas péc medianala laika Iidz 62. NF stadijai kontrolé
(< 45 dienas péc testa sakSanas). Parasti LAGDA ilgst 16 ned€las (ne vairak ka 17 nedélas).

Testa sakSana

31.

Testa sakSanai nem tadus vecakdzivniekus, par kuriem iepriek§ pieradits, ka to
pécnacgjiem var noteikt genétisko dzimumu (5. papildinajums). Péc pieauguso dzivnieku
narsta embrijus savac, atgloto ar cisteinu un atlasa péc dzivotsp&jas (23). Ar cisteinu
apstradatie embriji atlases laika nelip pie virsmam. Atlasi veic ar stereomikroskopu,
izmantojot piemé&rota lieluma pipeti nedzivo embriju iznemSanai. Ir v€lams testam
izmantot viena narsta ikrus, kuru dzivotspg€ja parsniedz 70 %. 8.—10. NF stadijas embrijus
nejausinati sadala ekspozicijai paklautajas apstrades tvertnes, kuras ir pietiekams
atSkaidiSanas Gidens tilpumdaudzums, 1idz katra tvertn€ ir 20 embriji. ParvietoSanas laika ar
embrijiem jaapietas uzmanigi, lai mazinatu manipulaciju izraisito stresu un izvairitos no
ievainojumiem. 96 h péc apaugloSanas kurkuliem vajadzeétu biit parvietojuSamies tidens
slant uz augSu un piestiprinajuSamies tvertnes sienam.

BaroSanas rezims

32. Loti svarigs LAGDA protokola aspekts ir baribas un baroSanas reZima izmainas dazadas

X. laevis dzives cikla stadijas. Parbarosana kapuru faz€ parasti palielina skoliozes incidenci
un smagumu (8. papildindjums), tapec no tas biitu jaizvairas. Savukart nepietickama
baroSana kapuru fazé noved pie loti atSkirigiem attistibas raditajiem kontroles, kas
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potenciali var kompromitét statistisko jaudu vai novest pie maldigiem testa rezultatiem.
Caurpludes apstakliem ieteicama X. /laevis kapuru un mazulu di€ta un baroSanas reZims ir
aprakstiti 4. papildinajuma, bet var izmantot arT alternativu pieeju, ja vien testa organismi
aug un attistas apmierinos$i. Jaatzimé, ka, ja tiek mériti endokrinajai sist€émai specifiski
beigupunkti, bariba nedrikst saturét endokrini aktivas vielas, piem&ram, sojas miltus.

Kapuru barosana

33. Kapurus ieteicams barot ar forelu starterbaribu, spirulinas algu diskiem un zelta zivtinam
domatam parslam (piem., TetraFin® parslam, Tetra, Vacija), kas sajauktas kultiiras (vai
atSkaidiSanas) tideni. MaisTjumu dod tris reizes diena darbdienas un reizi diena ned€las
nogal€s. No 8. dienas p&c apauglosanas kurkulus baro art ar dziviem 24 h veciem saludens
garnelu (Artemia spp.) nauplijiem — divreiz diena darbdienas un reizi diena ned€las
nogal@s. Kapuru barosanai, kam katra testa tvertn€ janorit konsekventi, testa dztvniekiem
jalauj pienacigi augt un attistities, lai nodroSinatu testa rezultatu reproducgjamibu un
parnesamibu: 1) medianalajam laikam Iidz 62. NF stadijai kontrolés vajadzetu bt
<45 dienam un 2) ieteicams, lai vid€ja masa kontrolés 62. NF stadija butu 1,0 +£ 0,2 g.

Mazulu barosana

34. Kad metamorfoze ir beigusies, dzivniekus baro ar pirmskirigu grimstoSu varzu baribu,
piem., Sinking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, FL, ASV) (4. papildinajums).
Vardulénu (agrino stadiju mazulu) gadijuma granulas nedaudz sasmalcina kafijas
dzirnavinas vai blender1 vai sadrupina sikakos gabalinos piesta. Kad mazuli ir pietiekami
lieli, lai varétu granulas €st veselas, tas samalt vai sadrupinat vairs nav nepiecieSams.
Dzivniekus baro reizi diena. Mazuli jabaro ta, lai tie varétu pienacigi augt un attistities:
kontrolés mazulu vid€jai masai testa beigas ieteicams but 11,5 + 3 g.

Analitiska kimija
35.Pirms testa sakSanas, izmantojot, piemé&ram, pieejamo informaciju un zinasanas,
janoskaidro testgjamas kimikalijas stabilitate (piem., Skidiba, noardamiba un gaistamiba)
un visas vajadzigas analitiskas metodes. Ja devu dod ar atSkaidiSanas tideni, ir ieteicams
pirms testa sakSanas izanaliz€t katras replikattvertnes testa Skiduma koncentraciju, lai
parliecinatos par sistemas veiktsp&ju. Ekspozicijas perioda pienacigos intervalos nosaka
test€jamas kimikalijas koncentracijas, vélams — reizi nedéla vismaz viena katras apstrades
grupas replikata, katru ned€lu izvéloties citu tas paSas apstrades grupas replikatu.
Rezultatus ieteicams balstit uz izméritajam koncentracijam. Tomér, ja test§jamas
kimikalijas koncentracija Skiduma visa testa laika ir apmierinoSi uzturéta + 20 % diapazona
ap nominalo koncentraciju, rezultatu var balstit ka uz izmeéritajam, ta nominalajam
vertibam. Turklat izmerito test€jamo koncentraciju variacijas koeficientam (VK) visa testa
perioda katra apstradé un katra koncentracija vajadzetu pastavigi but 20 % vai mazakam.
Ja izmeritas koncentracijas neturas diapazona no 80 Iidz 120 % no nominalas
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koncentracijas (piem., test€jot loti bionoardamas vai adsorbtivas kimikalijas), efektivas
koncentracijas caurpliides testiem biitu janosaka un jaizsaka attieciba pret aritmétisko
vidgjo koncentraciju.

36. AtSkaidiSanas tdens un izejSkiduma caurplidums visu ekspozicijas laiku biitu piemérotos
intervalos japarbauda (piem., tris reizes ned€la). Ja kimikaliju kada nominalaja
koncentracija vai tajas visas nevar detektét (piem., tapec, ka ta testa traukos atri noardas
vai adsorb&jas vai ievérojami uzkrajas eksponéto dzivnieku organisma), ir ieteicams testa
Skiduma atjauninaSanas raditaju katra kamera korigét ta, lai testa koncentracija biitu péc
iesp€jas nemainiga.

Noverojumi un beigupunktu mérijumi

37. Ekspozicijas laika izvert€ beigupunktus, kas liecina par vispargju toksicitati (tostarp
mirstiba, anormala uzvediba, piem., kliniskas slimibas un/vai vispargjas toksicitates
pazimes) un raksturo picaugumu (garums un masa), ka ari patologiskos beigupunktus, kuri
var reagét gan uz vispargjo toksicitati, gan endokrinajiem iedarbibas veidiem, kas vérsti uz
estrogéna, androgéna vai vairogdziedzera medi€tiem celiem. Turklat testa beigas péc
izv€les var izmérit VTG koncentraciju plazma. VTG mérijjumi var palidz&t saprastu
petjuma rezultatus domajamu EDK endokrino iedarbibas mehanismu konteksta.
Kopsavilkums par beigupunktiem un mérjjumu grafiku ir sniegts 1. tabula.

1. tabula. Parskats par LAGDA beigupunktiem

Starpp0§ ma Testa beigas
) ) . paraugoSana
Beigupunkti* Ik dienu _ (mazulu
(kapuru arau 0§’ana)
paraugosana) P g
Mirstiba un anormalijas X
Laiks Iidz 62. NF stadijai X
Histo(pato)logija (vairogdziedzeris) X
Morfometrija (masas un garuma X X
pieaugums)
Hepatosomatiskais indekss (HSI) X
Genétisko/fenotipisko dzimumu X
attiecibas
Histopatologija (gonadas, X
reproduktivie kanali, nieres un aknas)
Vitelogenins (VTG) (péc izvéles) X

* Visus beigupunktus analizg statistiski.
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Mirstiba un dieniSkie noverojumi

38. Katru dienu parbauda, vai testa tvertn€s nav mirusu dzivnieku un katras tvertnes mirstibu
registré. Mirusie dzivnieki iesp&jami atri no testa tvertnes jaiznem. Janosaka miruso
dzivnieku attistibas stadija — posms Iidz 58. NF stadijai (pirms prieks€jo ekstremitasu
paradisanas), 58.—62. NF stadija, 63.—66. NF stadija (no 62. NF stadijas [idz pilnigai astes
absorbcijai) vai posms péc 66. NF stadijas (p&ckapuru posms). Ja mirstiba parsniedz 20 %,
tas var liecinat par nepienacigiem test€Sanas apstakliem vai acimredzami toksisku
testéjamas kimikalijas ietekmi. IpaSi jutigi pret nekimiskiem naves c€loniem dzivnieki
médz bit pirmajas attistibas diends péc narsta un metamorfozes klimaksa laika. Sadai
mirstibai vajadzetu biit noverojamai ar kontrol&s.

39. Jebkada novérota anormala uzvediba, acimredzamas malformacijas (piem., skolioze) vai
bojajumi jaregistré. Novérotie skoliozes gadijumi jauzskaita (incidence) un jaizverté to
smagums (piem., neizteikta— N, minimala— 1, vidé§a— 2, smaga— 3;
8. papildinajums). JacenSas panakt, lai vidéja un smaga skolioze visa pétijuma laika biitu
maz izplatita (piem., mazak neka 10 % kontrol@s), lai gan ar lielaka anormaliju prevalence
kontrolés ne vienmer ir iemesls testu izbeigt. Normalai uzvedibai raksturigi, ka tideni
esoSajiem kapuriem aste atrodas augstak par galvu, ir regularas un ritmiskas astes spuras
kustibas, tie periodiski uznirst, tiem kustas operkulas, tie reagé uz stimuliem. Par anormalu
uzvedibu liecina, piem., pacelSanas tidens virspus€, gulésana tvertnes dibena, peld€sana ar
véderu uz augSu vai haotiska peldéSana, neuznirS§ana un nereag€Sana uz stimuliem.
Attieciba uz postmetamorfiskiem dzivniekiem lidzas noraditajai anormalajai uzvedibai
jaregistré ari ievérojamas baribas uznémsanas atSkiribas dazadas apstradés. Smagas
malformacijas un bojajumi var ietvert morfologiskas anormalijas (piem., deformétas
ekstremitates), hemoragiskus bojajumus, védera uzptsanos un bakterialu infekciju vai
séniSinfekciju. Mazulu galvas bojajumi tieSi aiz nasim var liecinat par nepietieckamu
mitrumu. Sie konstatgjumi ir kvalitativi, un tie baitu jauztver ka kliniskas slimibas/stresa
pazimes un jaskata salidzinadjuma ar kontroles dzivniekiem. Ja So pazimju bieZums
eksponétajas tvertnés ir lielaks neka kontrol€s, pienem, ka tas liecina par acimredzamu
toksicitati.

Kapuru apakSparaugos$ana

Kapuru apaksparaugosanas kopapskats
40. Kurkulus, kas sasniegusi 62. NF stadiju, no tvertn€m iznem un vai nu ieklauj parauga, vai
parvieto uz nakamo ekspozicijas fazi jauna tvertné, vai fiziski noskir no pargjiem tas paSas
tvertnes kurkuliem ar atdalitaju. Kurkulus ik dienas parbauda, un registré, kura p&tijjuma
diena katrs kurkulis sasniedz 62. NF stadiju. Saja novértéjuma izmantojama pazime ir
galvas forma. Kad galva ir samazinajusies tiktal, ka vizuali izskatas tikpat plata ka kurkula
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torss, un priek$¢jas ekstremitates ir sirds vidus Itmeni, uzskata, ka Tpatnis ir sasniedzis
62. NF stadiju.

41. Merkis ir uz katru replikattvertni paraugot kopa piecus 62. NF stadijas kurkulus. Tas butu
jadara pilnigi nejausinati, bet jaizlem;j jau iepriekS. Hipot&tisks replikattvertnes paraugs
redzams 1. attéla. Ja tad, kad pirmais Tpatnis sasniedz 62. NF stadiju, konkr&ta tvertng ir
20 dzivi kurkuli, p&c nejausibas principa izvélas piecus skaitlus no 1 Iidz 20. Pirmais
Ipatnis, kas sasniedz 62. NF stadiju, ir kurkulis #1, bet p&d¢&jais, kas sasniedz 62. NF
stadiju, ir kurkulis #20. Savukart, ka tvertn€ ir 18 dzivi kurkuli, nejausos skaitlus izvélas
no 1 Iidz 18. Ta rikojas ar katru replikattvertni, kad pirmais Tpatnis taja sasniedz 62. NF
stadiju. Ja NF 62. stadijas paraugojuma ir naves gadijumi, atlikuSos paraugus nejausSina
velreiz atkariba no ta, cik kapuru palicis par 62. NF stadiju agrakas stadijas, un cik paraugi
vel vajadzigi, lai butu pieci paraugi no replikata. Diena, kad kurkulis sasniedz 62. NF
stadiju, pec sagatavota paraugoSanas grafika nosaka, vai kurkuli paraugo vai fiziski noskir
no pargjiem, lai turpinatu ta eksponésanu. Sniegtajam piemera (1. att€ls) pirmo Tpatni, kas
sasniedz 62. NF stadiju (t. 1., 1. lodzin$) fiziski noSkir no par&jiem kapuriem, turpina ta
eksponéSanu un atzimé, kura pétjjuma diena tas sasniedzis 62. NF stadiju. P&c tam tapat
rikojas ar 2. un 3.71patni, savukart 4.7ipatni paraugo, nosakot ta pieaugumu un
vairogdziedzera histologiju (p&c $a parauga). Procediiru turpina tik ilgi, kamér 20. Ipatnis
vai nu tiek pievienots par€jiem Ipatniem, kas sasniegusi 62. NF stadiju, vai tiek paraugots.
Nejausajai atlasei janodroSina, ka visiem testa dzivniekiem ir vienada varbiitiba tikt
izraudzitiem. To var panakt ar jebkadu nejauSinasanas metodi, bet kada 62. NF stadijas
apakSparaugoSanas perioda posma jatiek notvertam katram kurkulim.

1. attels. Hipotetisks piemérs: 62. NF stadijas paraugosanas rezims viena replikattvertng.

Laiks

Viena replikattvertne, bez naves gadijumiem

112 (3|4|5(|6|7|8|9)10f11|12|13(14|15|16|17|18|19|20

Atseviski kapuri Apaksparaugs

42. Kapuru apak$paraugoSana noskaidro $adus beigupunktus: 1) laiks [idz 62. NF stadijai (t. i.,
no apaugloSanas lidz 62. NF stadijai aprit€juSo dienu skaits), 2) argjas anormalijas, 3)
morfometrija (piem., masa un garums) un 4) vairogdziedzera histologija.

Humana kurkulu nonavésana
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43.62. NF stadijas kurkulu apakSparaugu (5 Ipatni uz replikatu) eitanaze, tos uz 30 min
iegremdgjot pietickama daudzuma (piem., 500 ml) anesttiska Skiduma (piem., MS-222,
trikaina metansulfonata, CAS Nr. 886-86-2, 0,3 % Skiduma). MS-222 skidums biitu ar
natrija bikarbonatu jabuferé, lidz ta pH sasniedz aptuveni 7,0, jo nebuferéts MS-222
Skiduma ir skabs un kairina varzu adu, tapéc vaji absorb&as un dzivniekiem rada
nevajadzigu papildu stresu.

44. Izmantojot tiklinu, kurkuli iznem no eksperimenta kameras un ievieto eitanazijas Skiduma.
Dzivnieks ir pienacigi eitanaz&ts un gatavs nekropsijai, kad tas nereagé uz arcjiem
kairinajumiem, piem., pakal€jo ekstremitasu saspieSanu ar pinceti.

Morfometrija (masa un garums)

45. Talit péc tam, kad kurkulis anestézijas ietekmé beidz reagét uz kairinajumiem, izméra ta
slapjmasu (I1dz tuvakajam mg) un garumu no purna lidz kloakai (Itdz tuvakajam 0,1 mm)
(sk. 2.a att€lu). Izmantojot att€lu analizes programmatiru, garumu no purna lidz kloakai
var izm@rit no fotografijas. Pirms svérSanas kurkuli janosusina, lai nonemtu lieko tdeni.
Péc kermena lieluma (masas un garuma no purna Iidz kloakai) mérjjumiem registré vai
piefiksé jebkadas smagas morfologiskas anormalijas un/vai kliniskas toksicitates pazimes,
piem., skoliozi (sk. 8. papildindjumu), petehijas un asinsizplidumus, un ieteicams Sos
datus dokumentét digitali. Jaatzimé, ka petehijas ir nelieli sarkani wvai violeti
asinsizpliidumi adas kapilaros.

Audu ievaksana un fiksacija
46. Noverte kapuru apak$parauga vairogdziedzeru histologiju. Torsa apaksdalu aiz priek§€jam
ekstremitatéem nonem un izmet. Apgriezto kermeni fiks€ ar Deividsona fiksatoru. Tvertné
vajadzetu bit vismaz 10 reizes vairak fiksatora neka audu (aptuveni, péc tilpuma). Lai
interes€josos audus pienacigi fiksetu, fiksators jamaisa vai jaskalina rinkveida. Visus audus
Deividsona fiksatora tur vismaz 48 h, bet ne ilgak ka 96 h; tad tos noskalo ar dejonizetu
tdeni un glaba 10 % neitrala buferéta formalina (1) (29).

Vairogdziedzera histologija
47. Katram kapuru apaks$paraugam (fiksétajiem audiem) histologiski noveérté vairogdziedzeri,
t. i., nosaka diagnozi un bojajumu smagumu (29) (30).

2. attels. Atskaites punkti, p&c kuriem testa LAGDA méra 62. NF stadijas Ipatnu (a) un varzu mazulu (b)
garumu no purna Iidz kloakai. 62. NF stadijas Ipatnu (a) pazimes: galva tikpat plata ka torss, oZas nervs

1saks par ozas sipola diametru (dorsalais skats) un prieks$gjas ekstremitates sirds Itment (ventralais skats).
Atteli adaptéti no Nieuwkoop and Faber (1994).
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a. Kapuru apakiparaugoZana (62. NF stadija) b. Mazulu paraugosana

Ventralais skats

Garums ne purna Iidz klodkai

< >

Kapuru ekspozicijas beigas

48. Nemot veéra kurkulu sakotngjo skaitu, gaidams, ka neliela procentuala to dala neattistisies
normali un to metamorfoze pilnigi nenoslégsies (66. NF stadija) sapratiga laika. Kapuru
ekspozicijai nevajadz&tu parsniegt 70 dienas. Kurkulus, kuru metamorfoze nav beigusies
lidz §a perioda beigam, eitanaze (sk. 43. punktu), izmeéra to slapjmasu un garumu no purna
lidz kloakai, nosaka to stadiju pec Nieuwkoop and Faber (1994) un atzimé jebkadas
konstat&tas ontogenétiskas anormalijas.

Atlase péc 66. NF stadijas

49.Pec 66. NF stadijas (pilniga astes resorbcija) katra tvertn€ Iidz ekspozicijas beigadm
vajadzetu palikt desmit Tpatniem. Tapéc, kad visi dzivnieki sasniegusi 66. NF stadiju vai
aprit§juSas 70 dienas (atkariba no ta, kas notiek atrak), veic atlasi. P& 66. NF stadijas
sasniegSanas nejausinati izvélas, kuru dzivnieku ekspoziciju neturpinat.

50. Dzivniekus, kuri nav atlasiti ekspozicijas turpinasanai, eitanaz€ (sk. 43. punktu). Katram
dzivniekam nosaka ontogenétisko stadiju, slapjmasu un garumu no purna lidz kloakai
(2.b attels), ka ar1 veic makroskopisku nekropsiju. Atzimé fenotipisko dzimumu (balstoties
uz gonadu morfologiju): matite, t€vins vai nav nosakams.

Mazulu paraugoSana

Parskats par mazulu paraugosanu
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Atlikuso dzivnieku eksponéSanu turpina, Iidz pagajusas 10 nedélas péc medianala laika
lidz 62. NF stadijai atSkaidiSanas tidens kontrolé (un/vai $kidinataja kontrolg, ja tada ir).
Ekspozicijas perioda beigas atlikuSos dzivniekus (ne vairak ka 10 vardes uz replikatu)
eitanaz€ un izméra vai izverté un registré dazados beigupunktus: 1) morfometrija (masa un
garums), 2) fenotipisko/genotipisko dzimumu attiecibas 3) aknu masa (hepatosomatiskais
indekss), 4) histopatologija (gonadas, reproduktivie kanali, aknas un nieres) un 5) péc
izvéles VTG plazma.

Humana varzu nonavésana

52.

Paraugotos mazulus, postmetamorfiskas vardes, eitanaz€, tam intraperitoneali injicgjot
anestézijas lidzekli, piem., 10 % MS-222 piem&rota fosfatbuferéta skiduma. Vardes var
paraugot, kad tas vairs nereagé uz kairinajumu (parasti aptuveni 2 min péc injekcijas, ja
10 % MS-222 izmanto deva 0,01 ml uz vardes masas g). Lai gan varzu mazulus varétu
iegremd@t augstakas koncentracijas anestézijas lidzeklt (MS-222), pieredze rada, ka ar tadu
metodi anestézija notiek velak un ilgums var nebit piemé&rots paraugoSanai. Injekcija
nodroSina efektivu, atru eitanaziju pirms paraugoSanas. ParaugoSanu nevajadz&tu sakt,
kamér nav parbaudits, ka vardes nereagé uz kairinajumu, ta parliecinoties, ka dzivnieki ir
nedzivi. Ja vardém noverojamas ieveérojamu cieSanu pazimes (loti smagas, dro$i paredzama
nave) un tas uzskatamas par mirstosam, tas anestez€ un eitanazg, bet datu analizes noliikos
uzskata par naves gadijumiem. Ja vardi eitanaz€ tapéc, ka ta mirst, tas jaatzimé un janorada
parskata. Atkariba no ta, kura pétijuma bridi vardi eitanazg€, var vardi paturét, lai tai veiktu
histopatologisko analizi (vardi fiksét iesp&jamas histopatologijas vajadzibam).

Morfometrija (masa un garums)

53.

Slapjmasu un garumu no purna Iidz kloakai (2.b attéls) meéra tapat ka kapuru
apak§paraugojuma gadijuma.

VTG plazma (péc izvéles)

54.

55.

VTG ir plasi atzits biomarkieris, kas liecina par ekspoziciju estrogéniskam kimikalijam.
Testa LAGDA péc izveles var mérit paraugoto mazulu VTG limeni plazma (tas var biit
pasi relevanti, ja ir aizdomas, ka test€§jama kimikalija ir estrogens).

Eitanazéto mazulu pakal€jas ekstremitates nogrieZ un asinis savac pa heparinizetu kapilaru
(lai gan piem@rotas var bt arT citas asins savakSanas metodes, piem., sirds punkcija).
Asinis izlaiz mikrocentrifligas stobrina (piem., ar tilpumu 1,5 ml) un centrifugge, lai iegiitu
plazmu. Plazmas paraugus [idz VTG noteikSanai glaba -70 °C vai zemaka temperatiira.
VTG koncentraciju plazma var izmérit ar iminfermentativo analizi (ELISA)
(6. papildinajums) vai kadu citu metodi, piem., masspektrometriju (31). Lielaka jutiguma
del prieksroka dodama sugai specifiskam antivielam.
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Geneétiska dzimuma noteiksana

56. Katram varzu mazulim nosaka genétisko dzimumu, balstoties uz Yoshimoto et al. (11)
izstradatajiem markieriem. Lai noteiktu gené&tisko dzimumu, disekcijas laika nem vienas
pakalgjas ekstremitates dalu (vai to visu, vai jebkadus citus audus) un to ievieto
mikrocentrifiigas stobrina (varzu audu paraugus var nemt no jebkadiem audiem). Lidz
dezoksiribonukleinskabes (DNS) izoléSanai audus var glabat -20°C vai zemaka
temperatiira. DNS izoléSanu no audiem var veikt ar komerciali pieejamiem piederumu
komplektiem, un analizi uz markiera esibu vai neesibu veic ar polimerazes kédes reakcijas
(PKR) metodi (5. papildinajums). Parasti kontrolgrupu dzivnieku histologiskais dzimums
un genotips mazulu paraugoSanas laika sakrit par 95 %.

Audu nemsana un fiksésana histopatologijas vajadzibam

57. Histologiskajai analizei galigas paraugoSanas laika nem gonadas, reproduktivos kanalus,
nieres un aknas. Atver védera dobumu, disekt€jot iznem aknas un tas nosver. Tad no
védera apakSdalas iznem gremoSanas organus (piem., kungi, zarnas), atklajot gonadas,
nieres un reproduktivos kanalus. Jaatzimé jebkadas smagas morfologiskas anormalijas
gonadas. Beigas nonem pakal€jas ekstremitates, ja tas nav jau iepriek§ nonemtas asinu
savakSanai. Iznemtas aknas un kermeni ar gonadam vél in sifu nekav€joties ievieto
Deividsona fiksatora. Tvertn€ vajadz&tu bt vismaz 10 reizes vairak fiksatora neka audu
(aptuveni, p&c tilpuma). Visus audus Deividsona fiksatora tur vismaz 48 h, bet ne ilgak ka
96 h; tad tos noskalo ar dejonizétu tdeni un glaba 10 % neitrala buferéta formalina (1)
(29).

Histopatologija
58. Katru paraugoto mazuli histologiski izvérté uz gonadu, reproduktivo kanalu, nieru un aknu
audu patologijam, t. i., nosaka diagnozi un pieskir smaguma atzimi (32). No $2 izvertéjuma
iegiist arT gonadu fenotipu (piem., olnicas, s€klinieki, hermafroditisms), un kopa ar ipatna
genétiska dzimuma raksturojumu $os novérojumus var izmantot fenotipisko/genotipisko
dzimumu attiecibu aprékinaSanai.

DATI UN PARSKATA SAGATAVOSANA

Statistiska analize

59. Testa LAGDA iegust tris veidu statistiski analizéjamus datus: 1) kvantitativi nepartrauktu
beigupunktu dati (masa, garums no purna lidz kloakai, HSI, VTG), 2) “laiks lidz
notikumam” tipa dati, kas raksturo attistibas gaitu laika griezuma (t. i., dienas lidz 62. NF
stadijai no testa sakSanas) un 3) ordinali dati, kas ir smaguma atzimes vai ontogenétiskas
stadijas no histopatologiskajiem izvertéjumiem.
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60. Ir ieteicams, lai testa plans un statistisko testu atlase dotu pietiekamu jaudu noteikt
biologiski svarigas izmainas beigupunktos gadijumos, kad jazino NOEC vai ECx. Veicot
datu statistisko analizi (parasti — balstoties uz replikatu vidéjam vertibam), vélams ievérot
procediiras, kas aprakstitas dokumenta Current Approaches in the Statistical Analysis of
Ecotoxicity Data: A Guidance to Application [“Ekotoksiskuma datu statistiskas analizes
pasSreiz€jas metodes: lietoSanas noradijumi”] (33). Diagramma, péc kuras pienemams
léemums par ieteicamo statistisko analizi, un noradijumi, ka datus apstradat un ka izvéleties
testam LAGDA vispiemérotako statistisko testu vai modeli, ir sniegti 7. papildinajuma.

61. Ta ka visam vardeém nosaka genotipisko dzimumu, mazulu paraugojuma dati (piem.,
picaugums, HSI) analiz&jami par katra genotipiska dzimuma dzivniekiem atseviski.

Ar datu analizi saistitie apsvérumi

Kompromitetu replikatu un apstrazu izmantosana

62. Replikatus un apstrades var kompromitét parmeriga mirstiba acimredzamas toksicitates,
slimibas vai tehniskas kliidas dél. Ja apstrade ir kompromitéta slimibas vai tehniskas
kludas del, analizei jabut pieejamam trim nekompromitétam apstradém ar trim
nekompromitétiem replikatiem. Ja acimredzama toksicitate konstatgjama augsto limenu
apstradés, ir velams, lai analizei butu pieejami vismaz tris apstrades limeni ar trim
nekompromitétiem replikatiem (atbilstosi maksimalas pielaujamas koncentracijas pieeju,
ko izmanto ESAO testéSanas vadlinijas (34)). Lidzas naves gadijumiem acimredzamas
toksicitates pazimes ietver uzvedibas Tpatnibas (piem., pacelSanas tidens virspusé€, guléSana
tvertnes dibena, peldéSana ar véderu uz augSu vai haotiska peldéSana, neuznirSana),
morfologiskus bojajumus (piem., hemoragiski bojajumi, védera uzpt$anas) vai normalas
baroSanas inhib&Sanos kvalitativa salidzinajuma ar kontroles dzivniekiem.

Skidinataja kontrole

63. Testu beidzot, izvérté potencialo Skidinataja ietekmi (ja tads izmantots). To dara,
Skidinataja kontrolgrupu statistiski salidzinot ar atSkaidiSanas tdens kontrolgrupu.
Visrelevantakie Saja analizé izskatamie beigupunkti ir pieauguma determinanti (masa un
garums), jo tos var ietekmet vispar€ja toksicitate. Ja Sajos beigupunktos konstaté statistiski
nozimigas atSkiribas starp atSkaidiSanas tidens kontrolgrupu un $kidinataja kontrolgrupu,
to, vai ir kompromitets testa derigums, riipigi izverte specialists. Ja abu kontrolu rezultati ir
atSkirigi, kimikalijai eksponétas apstrades grupas salidzina ar $kidinataja kontroli, ja vien
nav zinams, ka priekSroka dodama atSkaidiSanas tidens kontrolei. Ja statistiski nozimigu
atSkirtbu starp abam kontrolgrupam nav, ir ieteicams test€jamajai kimikalijai eksponétas
apstrades salidzinat ar abam grupam (S$kidinataja un atSkaidiSanas tidens kontrolgrupam)
kopa, ja vien nav zinams, ka priekSroka dodama tikai Skidinataja vai tikai atSkaidijjuma
tdens kontrolgrupai.
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TesteSanas parskats

64. TesteSanas parskata norada Sadas zinas.

Testejama kimikalija:
- fizikalas 1pasibas un attieciga gadijuma fizikalkimiskas 1pasibas;
- vienkomponenta viela:
izskats, Skidiba tidenT un citas relevantas fizikalkimiskas 1pasibas;

kimiska identifikacija, piem., /[UPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai
InChI kods, struktiirformula, tiriba, piemaisijumu kimiska identitate (ciktal vajadzigs
un iesp&jams) u. c. (attieciga gadijuma ar1 organiska oglekla saturs);

- daudzkomponentu vielas, UV'CB un maisijumi:
iespgjami izsmeloSs raksturojums ar, piem., sastavdalu kimisko identitati (sk.
ieprieks), tiribu, kvantitativo saturu un relevantajam fizikalkimiskajam ipasibam.
Testa suga:

- zinatniskais nosaukums, celms (ja zinams), avots un apaugloto ikru ievakSanas metode un
turpmakas manipulacijas;

- skoliozes incidence izmantotas izejkultiiras vésturiskajas kontrolgs.

Testa apstakli:
- fotoperiodi;

- testa plans (piem., kameru lielums, materials un Gidens tilpums, testa kameru un replikatu
skaits, testa organismu skaits uz replikatu);

- 1zejSkidumu sagatavoSanas metode un atjauninasanas biezums (ja tadu izmanto, norada
skidinasanas agentu un ta koncentraciju);

- testgjamas kimikalijas doz€Sanas metode (piem., siikni, atSkaidiSanas sisteémas);

- metodei raksturiga atglistamiba un nominalas testejamas koncentracijas, kvantitativas
noteikSanas robeza, mérijumu vidgjas vertibas un to standartnovirzes testa traukos un
metode, ar ko tas iegiitas, un pieradijumi, ka mérijjumi raksturo testejamas kimikalijas
koncentracijas 1sta $kiduma,;

- atSkaidiSanas uidens raksturlielumi: testa vides pH, cietiba, temperatiira, izS§kidusa skabekla
koncentracija, hlora atlikuma ltmeni (ja mériti), kop€jais jods, kop€jais organiskais
ogleklis (ja mérits), suspendétas cietvielas (ja méritas), salums (ja mérits) un citi izdaritie
merjjumi;
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- nominalas test€jamas koncentracijas, izmérito vértibu vidgjie un to standartnovirzes;

- udens kvalitate testa traukos: pH, temperattira (katru dienu) un iz8kidusa skabekla
koncentracija;

- sika informacija par barosanu (piem., baribas veidi, avots, dotais daudzums un dosanas
biezums).

Rezultati:
- pieradijumi, ka kontroles atbilst deriguma kritérijiem;

- $adi dati par kontroli (un $kidinataja kontroli, ja tada ir) un apstrades grupam: novérota
mirstiba un anormalijas, laiks 1idz 62. NF stadijai, vairogdziedzera histologiskais
novertejums (tikai paraugotajiem kapuriem), pieaugums (masa un garums), HSI (tikai
paraugotajiem mazuliem), genétisko/fenotipisko dzimumu attiecibas (tikai paraugotajiem
mazuliem), gonadu, reproduktivo kanalu, nieru un aknu histopatologiska novértéjuma
rezultati (tikai paraugotajiem mazuliem) un VTG plazma (tikai paraugotajiem mazuliem
un tikai tad, ja So m&rfjumu veic);

- statistiskas analizes pieeja un datu apstrade (izmantotais statistiskais tests vai modelis);

- katrai novertétajai atbildreakcijai — nenovérojamas ietekmes koncentracija (NOEC);

- katrai novertetajai atbildreakcijai — zemaka noverojamas ietekmes koncentracija (LOEC)
(a=0,05); katrai novertetajai atbildreakcijai — ECx (attieciga gadijuma) un ticamibas
intervali (piem., 95 %) un ECx aprékinasanai pielagota modela grafiks, koncentracijas—
atbildreakcijas liknes virziena koeficients, regresijas modela formula, apléstie modela
parametri un to standartkliidas;

- jebkadas novirzes no testéSanas metodes un novirzes no pienemamibas kritérijiem, ka ar1
apsveérumi par iesp&jamo ietekmi uz testa iznakumu.

65. Attieciba uz beigupunktu mérijjumiem janorada vid€jas vertibas un to standartnovirzes (ja
iesp&jams, gan uz replikatu, gan uz koncentraciju).

66. Jaaprekina medianalais laiks Iidz 62. NF stadijai kontrol€s un jaattélo ka replikatu medianu
vidgja vertiba ar standartnovirzi. Sis medianalais laiks jaaprekina arT apstradés un jaattélo
ka replikatu medianu vid&ja vertiba ar standartnovirzi.
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1. papildinajums

DEFINICILJAS
Apikalais beigupunkts: beigupunkts ar ietekmi populacijas Iiment.
Kimikalija: viela vai maistjums.
ELISA: imiinfermentativa analize.

ECx: (efektiva koncentracija, pie kuras ietekme ir x %) ir koncentracija, pie kuras ietekme
uz testa organismiem konkréta ekspozicijas perioda salidzinajuma ar kontroli ir x %.
Piem&ram, ECso ir koncentracija, kas p&c aplésém konkréta ekspozicijas perioda ietekmé
kadu testa beigupunktu 50 % no eksponétas populacijas.

dpa: dienas p&c apauglosanas.

Caurplades tests: tests, kura testa Skidumi visa ekspozicijas laika nepartraukti plist caur
testa sistemu.

HHG ass: hipotalama, hipofizes un gonadu ass.
TUPAC: Starptautiska Teor€tiskas un lietiskas kimijas savieniba.

Zemaka noveérojamas ietekmes koncentracija (LOEC) ir test€§jamas kimikalijas zemaka
testéta koncentracija, pie kuras, salidzinot ar kontroli, kimikalijai ir noverota statistiski
nozimiga ietekme (p < 0,05). Pie visam testa koncentracijam, kas augstakas par LOEC, ir
jabut kaitigai ietekmei, kura vienada ar vai lielaka par ietekmi, kas noveérota pie LOEC. Ja
Sos divus nosacijumus nevar izpildit, jasniedz pilns paskaidrojums par to, ka LOEC (un lidz
ar to ar1 NOEC) izraudzita. Noradijumi sniegti 7. papildinajuma.

Medianala letala koncentracija (LCso): test§jamas kimikalijas koncentracija, kas péc
apleseém testa laika ir letala 50 % testa organismu.

Nenoverojamas ietekmes koncentracija (NOEC): testa koncentracija, kura ir tieSi zem
LOEC un kurai, salidzinot ar kontroli, noteikta ekspozicijas perioda nav nekadas statistiski
nozimigas ietekmes (p < 0,05).

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification.

Testeéjama kimikalija: jebkura viela vai maistjums, ko test€ ar So test€Sanas metodi.

UVCB: vielas, kuru sastavs nav zinams vai ir mainigs, kompleksi reakcijas produkti vai
biologiski materiali.

VTG: vitelogenins, olas dzeltenuma fosfolipidu glikoproteina prekursors, kas parasti
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veidojas tadu seksuali aktivu matiSu organisma, kuras d&j olas / nérs ikrus.
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2. papildinajums

D060575/02

DAZI PIENEMAMA ATSKAIDISANAS UDENS KIMISKIE RAKSTURLIELUMI

Viela :l{obeikoncentrﬁcij
Dalinas 5 mg/l
Kop¢gjais organiskais ogleklis 2 mg/l
Nejonizets amonjaks 1 ng/l
Atlikusais hlors 10 pg/l
Kopgjie fosfororganiskie pesticidi 50 ng/l
Kopgjie hlororganiskie pesticidi un polihlorbifenili 50 ng/l
Kopgjais organiskais hlors 25 ng/l
Aluminijs 1 pg/l
Arséns 1 pg/l
Hroms 1 pg/l
Kobalts 1 pg/l
Vars 1 pg/l
Dzelzs 1 pg/l
Svins 1 pg/l
Nikelis 1 pg/l
Cinks 1 pg/l
Kadmijs 100 ng/1
Dzivsudrabs 100 ng/l
Sudrabs 100 ng/1
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3. papildinajums

TESTA LAGDA NOSACIJUMI

1. Testa suga Xenopus laevis

2. Testa veids Pastavigas caurpliides

3. Udens temperatiira Nominala temperattra ir 21 °C. Vidgja temperatiira testa laika ir

21 £ 1 °C (atskiribam starp replikatiem un apstradém nevajadzetu
parsniegt 1,0 °C)

4. Apgaismojuma kvalitate Fluorescgjosas spuldzes (plasa spektra), 600-2000 Ix (Im/m?) uz Gdens
virsmas
5. Fotoperiods 12 h gaismas, 12 h tumsas
6. Testa skiduma 4-10 1 (tdens dzilums: vismaz 10—15 cm)
tilpumdaudzums un testa trauksStikla vai neriiso$a t€rauda tvertne
(tvertne)
7. Testa Skidumu tilpumapmaina Nemainiga, lai uzturétu gan biologiskos apstaklus, gan ekspoziciju
kimikalijai (piem., 5 tvertnes tilpumapmainas diena)
8. Testa organismu vecums 8.—10. Nivkopa un Fabera (NF) stadija
inicié$anas laika
9. Organismu skaits uz replikatu 20 dzivnieki (embriji) uz tvertni (replikatu), kad ekspozicija tiek sakta,
un 10 dzivnieki (mazuli) uz tvertni (replikatu) no 66. NF stadijas lidz
ekspozicijas beigam
10. Apstrazu skaits Vismaz 4 apstrades, kuram izmanto test€jamo kimikaliju, un attieciga
kontrole vai kontroles
11.Replikatu skaits uz vienu 4 replikati uz apstradi ar test€jamo kimikaliju un 8 replikati kontrolei

apstradi vai kontrolém

12.Organismu skaits uz testejamo Vismaz 80 dzivnieki uz apstradi ar test€jamo kimikaliju un 160 replikati

koncentraciju kontrolei vai kontrolem

13. Atskaidisanas fidens Jebkads tdens, kura X. laevis var normali augt un attistities (piem.,

avota tdens vai caur ogli izfiltréts krana tdens)

14. Aeracija Nav obligata, bet tvertnes var bt jaaerg, ja izSkidusa skabekla Itmenis

nokritas zem ieteicamas robezvertibas un tiek maksimaliz&ts testa
Skiduma caurplidums.

15. Testa skiduma izSkidusais Izskidusais skabeklis: > 40 % no gaisa piesatinajuma vertibas vai
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skabeklis
16. Testa Skiduma pH
17. Testa Skiduma cietiba un
sarmainiba
18.BaroSanas rezims

19. Ekspozicijas periods

20.Biologiskie beigupunkti

21.Testa deriguma kriteriji

D060575/02

> 3,5 mg/l

6,5-8,5 (atskiribam starp replikatiem un apstradém nevajadzetu
parsniegt 0,5)

10-250 mg CaCOs/1

(Sk. 4. papildinajumu)

No 8.—10. NF stadijas Iidz laikam, kad aprit desmit ned€las p&c
medianala laika lidz 62. NF stadijai iidens un/vai $kidinataja
kontrolgrupa (ne vairak ka 17 nedglas)

Mirstiba (un noverotas anormalijas), laiks [idz 62. NF stadijai
(paraugotie kapuri), vairogdziedzera histologiskais novértgjums
(paraugotajiem kapuriem), pieaugums (masa un garums),
hepatosomatiskais indekss (paraugotajiem mazuliem),
genétisko/fenotipisko dzimumu attiecibas (paraugotajiem mazuliem),
gonadu, reproduktivo kanalu, nieru un aknu histopatologija
(paraugotajiem mazuliem) un vitelogenina limenis plazma
(paraugotajiem mazuliem un tikai tad, ja §o me&rfjjumu veic)

Izskidusais skabeklis > 40 % no gaisa piesatinajuma vertibas; tidens
temperatiira 21 + 1 °C diapazona un atskiribas starp replikatiem un
apstradém < 1,0 °C; testa Skiduma pH no 6,5 Iidz 8,5; mirstiba kontrole
<20 % katra replikata, un vidgjais laiks I1dz 62. NF stadijai kontrole
<45 dienas; kontrol&s un testa kontrol€s (ja tadas izmanto) testa
organismu vidgja masa 62. NF stadija un testa beigas attiecigi 1,0 + 0,2
un 11,5 + 3 g; pieejamas liecibas, ka testgjamas kimikalijas
koncentracija $kiduma ir apmierino$i uzturéta + 20 % diapazona ap
vidgjam izméritajam vertibam.
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4. papildinajums

BAROSANAS REZIMS

Jaatzime, ka, lai gan ieteicams izmantot So baroSanas rezimu, ir pielaujami izmantot arl
citus, ja vien testa organismi aug un attistas pienacigi atri.

Kapuru baroSana

Kapuru baribas sagatavosana
A. 1:1 (tilp./tilp.) forelu starterbariba: alges/TetraFin® (vai ekvivalents);

1. forelu starterbariba: 50 g forelu starterbaribas (smalkas granulas vai pulveris) sajauc ar
300 ml piemé&rota filtréta tidens, to 20 s jaucot blenderT augstas intensitates reZima;

2. algu/TetraFin® (vai ekvivalenta) maisijums: 12 g spirulinas algu disku sajauc ar 500 ml
filtreta tidens, tos 40 s jaucot blenderT augstas intensitates rezZima, 12 g TetraFin® (vai
ekvivalenta) sajauc ar 500 ml filtréta idens un tad abus sajauc kopa, lai iegtitu 1112 g/1
spirulinas algu un 12 g/l TetraFin® (vai ekvivalenta);

3. sajaukto forelu starterbaribu un algu/TetraFin® (vai ekvivalenta) maisijumu sajauc vienados

tilpumdaudzumos

B. Saludens garneles:

15 ml salidens garnelu ikru iz8kildina 11 salsuidens (ko sagatavo, 11 dejonizéta tGdens
pievienojot 20 ml NaCl). Tos 24 h aer€ istabas temperatiira pastaviga gaisma un tad ievac
saludens garneles. AeréSanu izbeidz un saltidens garnelém 30 min lauj nosésties. Cistas, kas
pacelas trauka augsa, izlej un izmet, bet garneles pienacigi izfiltré un ielaiz 30 ml filtréta
tdens.

Barosanas protokols

1. tabula noradits, kada veida baribu un cik daudz dod, veicot ekspoziciju, kamer dzivnieki
ir kapura stadijas. Dzivniekus baro tris reizes diena no pirmdienas lidz piektdienai un reizi

diena nedelas nogalés.

1. tabula. X /aevis kapuru barosanas rezims caurplides apstaklos

Forelu starterbariba: alges/TetraFin® (vai

ekvivalents); Saliidens garneles

Laiks*

(pec apauglosanas)

Darbdiena

(3 reizes diena)

Nedelas nogale
(1 reizi diena)

Darbdiena

(2 reizes diena)

Nedelas nogale
(1 reizi diena)

4.-14. diena
(0.-1. nedela)

0,33 ml

1,2 ml

2. nedela

0,67 ml

2,4 ml

0,5 ml
(8.—15. diena)
I ml
(no 16. dienas)

0,5 ml
(8.—15. diena)
1 ml
(no 16. dienas)
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3. nedéla 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
4. nedéla 1,5 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
5. nedela 1,6 ml 4.4 ml 1 ml 1 ml
6. nedela 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
7. nedéla 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
(8.-10. nedéela) 1,7 ml 4,6 ml I ml 1 ml

Pareja no kapuru diétas uz mazulu dietu

* 0. diena ir ta, kura injic€ #CG.

Kapuru metamorfozei noslédzoties, to diétu maina uz mazulu diétu, ka aprakstits talak. Sis
parejas laika buitu jasamazina kapuru baribas daudzums, vienlaikus palielinot mazulu
baribas daudzumu. To var panakt, kapuru baribas daudzumu proporcionali samazinot un taja
pasa laika proporcionali palielinot mazulu baribas daudzumu, katrai piecu kurkulu grupai
parsniedzot 62. NF stadiju un tuvojoties metamorfozes beigam — 66 NF stadijai.

Mazulu baroSana

Mazulu diéeta

Kad metamorfoze ir beigusies (66. stadija), baroSana pariet tikai uz 3/32 " pirmskirigu
grimsto3u varzu baribu (Xenopus Express™, FL, ASV) vai ekvivalentu.

Sasmalcindtu granulu sagatavoSana parejai no kapuru diétas uz mazulu diétu

Grimsto$as varZzu baribas granulas nedaudz sasmalcina kafijas dzirnavinas, blenderi vai
piesta ta, lai granulu lielums samazinatos par aptuveni 1/3. Apstradi turpinot parak ilgi,

iegiist pulveri, un tas nav vélami.

Barosanas protokols

2. tabula noradits, kada veida baribu un cik daudz dod mazuliem un pieaugusiem ipatniem.
Dzivniekus baro reizi diena. Jaatzimé€, ka, dzivniekiem metamorfozgjoties, tie joprojam
sanem dalu saliidens garnelu, kamér metamorfoze nav noslégusies > 95 % dzivnieku.

Dzivniekus nevajadz€tu barot testa beigu diena, lai bariba neietekmé&tu masas mérijjumus.

2. tabula X /aevis mazulu barosanas rezims caurpliides apstaklos. Jaatzime, ka nemetamorfozgjusies
dzivnieki, art tadi, kuru metamorfoze aizkavejusies sakara ar apstradi ar kimikaliju, nesasmalcinatas

granulas st nevar.

Laiks

(Nedelas péc medianalas metamorfozes dienas)

Sasmalcinato granulu
daudzums

Veselo granulu daudzums
(mg uz vardulénu)

593




D060575/02

(mg uz vardulénu)

Beidzoties dzivnieku metamorfozei 25 0
0.-1. nedela 25 28
2.-3. nedela 0 110
4.-5. nedela 0 165
6.-9. nedela 0 220

* 0. nedelas pirma diena ir kontroles dzivnieku medianala metamorfozes diena.
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5. papildinajums

GENETISKA DZIMUMA NOTEIKSANA
Xenopus laevis genétiska dzimuma noteikSanas pamata ir Yoshimoto et al., 2008.
Detalizétas genotip&Sanas procediiras vajadzibas gadijuma var atrast miné€taja publikacija.
Var izmantot arT citas metodes (piem., augsta caurlaiduma kvantitativo PCR), ja tas uzskata
par piemérotam.

X. laevis praimeri

Markieris DM-W
TieSais: 5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Atgriezeniskais: 5’-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Pozitiva kontrole
TieSais: 5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Atgriezeniskais: 5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

DNS attiriSana

Attiriet DNS no muskulu vai adas audiem ar, piem., Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit
(cat # 69506) vai lidzigu produktu, ievérojot attieciga piederumu komplekta instrukcijas.
DNS var eluét no rotacijas stobriniem, izmantojot mazak buferSkiduma, lai paraugi biitu
koncentrétaki, ja tas Skiet nepiecieSams PCR. Jaatzime, ka DNS ir diezgan stabila, tapec
jaizvairas no krusteniskas kontaminacijas, kuras iespaida tévinus var€tu identificét ka
matites vai otradi.

PCR
Paraugprotokols ar Sigma JumpStart™ Taq ir sniegts 1. tabula.

1. tabula.  Paraugprotokols ar Sigma JumpStart™ Taq

Pamatmaisijums [master 1x (nb) [Final]
mix|
Beznukleazu adens NFW 11 —
10x buferis 2,0 —
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MgCl, (25 mM) 2,0 2,5 mM
dNTF (10 mM katrs) 0,4 200 uM
Praimera markieris (8 pM) 0,8 0,3 uM
Markieris, atgriezeniskais 0,8 0,3 uM
praimeris (8 M)

Praimera kontrole (8 pM) 0,8 0,3 uM
Kontrole, atgriezeniskais 0,8 0,3 uM
praimeris (8 uM)

JumpStart™ Taq 0,4 0,05 vienibas/ul
DNS veidne 1,0 ~200 pg/ul

Piezime.  Gatavojot pamatmaisijumus, sagatavojiet lielaku

daudzumu, lai

D060575/02

kompensetu

pipetésana raduSos zudumus (piemérs: 25x biitu izmantojams tikai 24 reakcijam).

Reakcija

Pamatmaistjums 19,0 pl

Veidne 1,0 nl
Kopa 20,0 ul
Termociklera profils:

I.etaps. 94°C 1 min

2.etaps. 94°C 30s

3.etaps. 60°C 30s

4.etaps. 72°C 1 min

5.etaps.  Atgriezties uz 2. etapu. 35 cikli
6.etaps. 72°C 1 min

7. etaps. Turét 4 °C

PCR produktus var nekavgjoties ievietot g€la vai glabat 4 °C.

Agarozes gela elektroforeze (3 %) (paraugprotokols)
50X TAE

Tris 242 g
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Ledus etikskabe 5,71 ml
Na; (EDTA)-2H.0 3,72 g

Pievieno tideni, Iidz tilpums sasniedz 100 ml

IXTAE
H,O 392 ml
50X TAE 8 ml

3:1 agaroze
3 dalas NuSieve™ GTG" agarozes
1 dala FiSera agarozes (ar zemu elektroendoosmozi (EEQO))

Metode

1. Sagatavo 3 % gglu, 1,2 g agarozes maisijuma pievienojot 43 ml 1X TAE. Saskalina, lai
sadalitu lielus sakopojumus.

2. Agarozes maisijumu karsé mikrovilnu krasni, 11dz tas pilnigi iz8kidis (nelaujot iet pari). Lauj
mazliet atdzist.

3. Pievieno 1,0 pl etidija bromida (10 mg/ml). Kolbu saskalina. Jaatzime, ka etidija bromids ir
mutagenisks, tapec, cik tas tas tehniski iespgjams, §im solim vajadzetu izmantot citas
kimikalijas, lai mazinatu riskus darbinieku veselibai'.

Gelu ielej veidné ar kemmiti. To pilnigi atdzese.
Gelu ievieto aparata. Gelu parklaj ar 1X TAE.
Katriem 10 pl PCR produkta pievieno 1 pl 6x uzneSanas krasas.

Paraugus ar pipeti ievieto iedobgs.

e

Veic elektroforézi (konstanti 160 volti) ~20 min.

Agarozes gela attelu, kura redzami té€viniem un matitém raksturigie raksti, sk. 1. attela.

! Saskana ar 4. panta 1. punktu Eiropas Parlamenta un Padomes 2004. gada 29. aprila Direktiva 2004/37/EK
par darba néméju aizsardzibu pret risku, kas saistits ar kancerogénu vai mutag€nu iedarbibu darba (Sesta
atseviska direktiva Padomes Direktivas 89/391/EEK 16. panta 1. punkta nozim&) (OV L 158, 30.4.2004.,

50. Ipp.).
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1. attéls. Agarozes géla attéls, kura redzami tevinam (&) (viena josla, ~203 bp: DMRT1) un matitei (?)
(divas joslas, ~259 bp: DM-W un 203 bp:DMRT1) raksturigie raksti.

N DM-W
BN DMRT1
LITERATURA

Yoshimoto S, Okada E, Umemoto H, Tamura K, Uno Y, Nishida-Umehara C, Matsuda Y,
Takamatsu N, Shiba T, 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
Sciences of the United States of America 105: 2469-2474.
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6. papildinajums

VITELOGENINA MERISANA

Vitelogeninu (VTG) meéra, izmantojot imiinfermentativo analizi (ELISA), kas sakotn€ji
izstradata melngalvas mailites VTG mérisanai (Parks et al., 1999). Paslaik X. laevis nav
pieejamas nekadas komerciali pieejamas antivielas. Tomér, nemot veéra, cik daudz ir
informacijas par So proteinu un cik viegli pieejami ir izmaksefektivi komerciali antivielu
ieguves pakalpojumi, ir pamats domat, ka laboratorijas varétu viegli izstradat ELISA $im
mérfjumam (Olmstead et al., 2009). Olmstead et al. (2009) turklat aprakstits testa variants,
kas pielagots VTG mérisanai X. tropicalis (sk. talak). Saja metod@ tiek izmantota antiviela
pret X. tropicalis VTG, bet ir zinams, ka ta darbojas ar1 ar X. laevis VTG. JaatzZimg, ka var
izmantot arT nekonkurgjoSu ELIS4 un ka tai var biit mazaka noteikSanas robeza neka talak
aprakstitajai metodei.

Materiali un reagenti

Ieprieks adsorbétas 1. antivielas (Av) serums

1 dalu seruma, kas satur 1. antivielu pret X. tropicalis VTG, sajauc ar 2 dalam tevinu
plazmas un atstaj istabas temperatiira ~75 min, novieto uz ledus uz 30 min, 1 h centrifugé ar
>20 K x G 4 °C temperatiira, nolej supernatantu, alikvotg un glaba -20 °C.

2. antiviela
kazu prettrusu IgG-HRP konjugats (piem., Bio-Rad 172-1019)
VTG etalons

attirits X. laevis VTG 3,3 mg/ml
TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidins) (piem., KPL 50-76-00 vai Sigma T0440)

normalais kazu serums (NGS)  (piem., Chemicon® S26-100 ml)

96 iedobju EIA polistirola mikrotitréSanas plates (piem., ICN: 76-381-04, Costar:53590,
Fisher:07-200-35)

37 °C hibridizacijas krasns (vai atras ekvilibracijas gaisinkubators) platém, fidens vanna
stobriniem

Cits parasts laboratorijas aprikojums, kimikalijas un piederumi.

Receptes

Klajbuferis (50 mM karbondatbuferis, pH 9,6)

NaHCO; 126 ¢

Na;COs3 0,68 ¢g
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tidens 428 ml
10X PBS (0,1 M fosfata, 1,5 M NaCl):
NaH>PO4-H20 0,83 g
Na;HPO47 H,O 20,1 g
NaCl 71g
tidens 810 ml
Skalosanas buferis (PBST):
10X PBS 100 ml
tidens 900 ml
Korigét pH lidz 7,3 ar 1 M HCI, tad pievienot 0,5 ml Tween-20
Testa buferis:
normalais kazu serums (NGS) 3,75 ml
SkaloSanas buferis 146,25 ml

Paraugu nemsana

D060575/02

Ar heparinizétu mikrohematokritu cauruliti panem asinis un liek uz ledus. Péc 3 min ilgas
centrifugéSanas cauruliti atzim&, atlauz un plazmu izspieZ 0,6 ml mikrocentrifligas
stobrinos, kas satur 0,13 vienibas liofilizéta aprotinina. (Sos stobrinus sagatavo ieprieks,
tajos ievietojot pienacigu aprotinina daudzumu, tos sasaldgjot un neliela karstuma
liofilizéjot vakuumkoncentratora, kamér tie ir sausi.) Lidz analizé€Sanai plazmu glaba -80 °C.

Procediira vienai platei

Plates parklasana

20 pl attirita VTG sajauc ar 22 ml karbonatbufera (galiga koncentracija: 3 pg/ml). Uz katru
96 iedobju plates iedobi parnes 200 pl maisijuma. Plati parklaj ar adhezivu noslédzosu plévi

un atstaj inkubéties 37 °C 2 h (vai 4 °C uz nakti).

Plates blokesana

2 ml normala kazu seruma (NGS) pievienojot 38 ml karbonatbufera, sagatavo blokg&joSo
Skidumu. Nonem parklajskidumu un plati nokrata sausu. Uz katru iedobi parnes 350 pl
blok&josa skiduma. Plati parklaj ar adhezivu noslédzoSu plévi un atstaj inkubéties 37 °C 2 h
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(vai 4 °C uz nakti).
Etalonu sagatavosana

5,8 ul attirita VTG etalona vienreizlietojama 12 x 75 mm borsilikata stikla mégen¢ sajauc ar
1,5 ml testa buferskiduma. Ta iegiist 12 760 ng/ml. Tad veic sérijveida atSkaidiSanu, 750 pl
testa buferSkiduma pievienojot 750 pl ieprieksgja atSkaidijuma, lai iegltu Sadas galigas
koncentracijas: 12 760, 6380, 3190, 1595, 798, 399, 199, 100 un 50 ng/ml.

Paraugu sagatavosana

Sak ar plazmas skidumu testa buferSkiduma attieciba 1:300 (piem., 1 pl plazmas sajauc ar
299 p testa buferSkiduma) vai 1:30. Ja paredzams liels daudzums VTG, var bt vajadziga
papildu atSkaidiSana vai atSkaidiSana lielaka daudzuma. JacenSas B/B, noturét
etalondiapazona. Ja parauga VTG nav manams, piem., kontroles t€vinu un matisu (kas visi
ir nenobriedusi) gadijuma, izmanto $kidumu 1:30. Mazak atSkaiditi paraugi var uzradit
neveélamu matricas ietekmi.

Ir ieteicams katra plat€ veikt analizi pozitivam kontrolparaugam. To nem no plazmas
sakopojuma, kura ir inducéts augsts VTG limenis. So sakopojumu sakotngji izikidina NGS,
sadala alikvotas un glaba -80 °C. Katrai platei atkaus€ vienu alikvotu, to talak izSkidina testa
buferSkiduma un analiz€ tapat ka test€jamo paraugu.

Inkubésana ar 1. antivielu

1. Av sagatavo, iepriek§ adsorbétas 1. Av serumu atSkaidot ar testa buferSkidumu attieciba
1:2000 (piem., 8 ul uz 16 ml testa buferSkiduma). 300 ul 1. Av Skiduma stikla stobrina
sajauc ar 300 pl parauga/etalona. Lidzigi sagatavo B, stobrinu: 300 pl testa buferSkiduma un
300 pl antivielas. Un, izmantojot 600 pl testa buferSkiduma (tikai buferSkidumu, bez Av),
sagatavo NSB stobrinu. Stobrinus parklaj ar parafilmu un uzmanigi vortekse, lai sajauktu.
Uz 1 h inkubé 37 °C tdens vanna.

Plates noskalosana

Tiesi pirms 1. Av inkubacijas beigam plati noskalo. To izdara, izkratot saturu un nosusinot
ar absorbgjosu papiru. Tad iedobes piepilda ar 350 ul skaloSanas Skiduma, to izlej un
nosusina. Te noder daudzkanalu atkartojumpipete vai plaSu skalotajs. SkaloSanas posmu
atkarto vél divas reizes (kopa skalo tris reizes).

Plates uzpildisana

Kad plate izskalota, stobrinus iznem no tidens vannas un viegli vortekse. Pievieno 200 pl no
katra parauga, etalona, B, un NSB, lai plates iedobes biitu uzpilditas dubulta. Plati parklaj ar
adhezivu noslédzosSu plévi un atstdj inkubéties 37 °C 1 h.

Inkubésana ar 2. antivielu
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Kad beigusies iepriekséja posma aprakstita inkubacija, plati atkal tris reizes izskalo, ka
aprakstits ieprieks. AtSkaidito 2. Av sagatavo, 2,5 ul 2. Av sajaucot ar 50 ml testa
buferSkiduma. Uz katru iedobi parnes 200 pl atSkaiditas 2. Av, noslédz ka ieprieks un atstaj
inkubéties 37 °C 1 h.

Substrata pievienosana

Kad inkubacija ar 2. Av ir pabeigta, plati tris reizes izskalo, ka aprakstits ieprieks. Tad uz
katru iedobi parnes 100 ul TMB substrata. Reakcijai lauj turpinaties 10 min, vélams, ne
spilgta gaisma. Reakciju izbeidz, pievienojot 100 ul 1 M fosforskabes. Krasai jamainas no
zilas uz kosi dzeltenu. Ar mikroplasu lasitaju izméra absorbciju pie 450 nm.

B/B, apréekinasana

No visiem mérjjumiem atskaita vidéjo NSB vértibu. Katra parauga un etalona B/B,
aprekina, absorbcijas vertibu (B) dalot ar vidgjo absorbciju parauga Bo.

Standartliknes iegiisana un nezinamo noskaidrosana

Ar grafiku datorprogrammatiiru (piem., Slidewrite™ vai Sigma Plot®) iegiist standartlikni,
kas parauga B/B, ekstrapol€, balstoties uz etalonu B/B,. Parasti daudzumu atliek uz
logaritmiskas skalas un Iikne ir sigmoida. Tomér, ja izmanto Sauru etalonu diapazonu, ta var
izskatities lineara. Paraugu daudzumus korigé péc atSkaidijuma koeficienta un parskata
norada ka mg VTG uz ml plazmas.

Minimalo noteikSanas robezu noteiksana

BieZi vien (it seviski normalu tévinu gadijuma) var nebiit skaidrs, ka noradit rezultatus, kas
iegliti no zemam vértibam. Sados gadijumos to, vai vértiba noradama ka nulle vai cits
skaitlis, nosaka ar 95 % ticamibas intervalu. Ja parauga rezultats ir nulles etalona (Bo)
ticamibas intervala robezas, rezultats noradams ka nulle. Minimalais noteikSanas [tmenis ir
zemakais etalons, kas pastavigi atSkiras no nulles etalona; t.1., abi ticamibas intervali
neparklajas. Ja parauga rezultats ir minimalas noteikSanas Itmena ticamibas intervala
robeZas vai to parsniedz, zino aprékinato vertibu. Ja paraugs ir robezas no nulles standarta
lidz minimala noteikSanas Itmena intervalam, ka parauga vértibu zino pusi no minimala
noteikSanas Itmena.
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7. papildinajums

STATISTISKA ANALIZE

Testa LAGDA iegist tris veidu statistiski analiz€jamus datus: 1) kvantitativi nepartrauktu
beigupunktu dati, 2) “laiks Iidz notikumam” tipa dati, kas raksturo attistibas gaitu laika
griezuma (t. 1., laiks 1idz 62. NF stadijai) un 3) ordinali dati, kas ir smaguma atzimes vai
ontogenétiskas stadijas no histopatologiskajiem izvert€jumiem. Diagramma, p&c kuras
pienemams l€mums par ieteicamo statistisko analizi testam LAGDA, ir sniegta 1. attela.
Turklat talak sniegtas dazas piezimes, kas var noderét, veicot LAGDA merijjumu statistisko
analizi. Mirstibas, pieauguma (masa un garums) un hepatosomatiskd indeksa (HSI)
mérjjumu rezultati diagramma, péc kuras pienem l€mumu par analizi, butu jaanaliz€ péc
diagrammas atzara “Citi beigupunkti”.

Nepartrauktu beigupunktu dati

Vispirms japarbauda, vai nepartrauktu beigupunktu dati ir monotoni, tos hierarhizgjot,
piemekl&jot ANOVA modeli un salidzinot linearos un kvadratiskos kontrastus. Ja dati ir
monotoni, veic descendentu DZonkhira—Terpstras trenda testu ar replikatu medianam un
neveic nekadu talaku analizi. Normalsadalitiem datiem ar homog€nam dispersijam var
izmantot ar1 descendento Viljamsa testu. Ja dati nav monotoni (kvadratiskais kontrasts
nozimigs un linearais nenozimigs), tie jaanaliz€, izmantojot jaukto efektu ANOVA modeli.
Tad japarbauda datu normalitate (vélams, ar Sapiro—Vilka vai Andersona—Darlinga testu) un
dispersijas homogenitate (vélams, ar Levina testu). Abus testus veic ar jaukto efektu
ANOVA modela atlikumiem. Formalo normalitates un dispersijas homogenitates testu vieta
var izmantot ekspertu atzinumus, bet priekSroka dodama formalajiem testiem. Ja dati ir
normalsadaliti un dispersija ir homogena, ir izpilditi jaukto efektu ANOVA pienémumi un
nozimigu apstrades ietekmi var noteikt ar Daneta testu. Ja tiek konstat€ta nenormalitate vai
dispersijas heterogenitate, ir parkapti Daneta testa pien€mumi un ir javeic normalizgjosa,
dispersiju stabiliz§joSa transformacija. Ja $adu transformaciju atrast neizdodas, nozimigu
apstrades ietekmi nosaka ar Dannas testu. Kad vien iespg&jams, veic vienpus€ju, nevis
abpusgju testu, bet tas, kur§ test konkrétam beigupunkta ir piemérots, ir jaizsprieZ
specialistam.

Mirstiba

Dati par mirstibu jaanalize par laiku, kas aptver visu testu, un izsakami ka procentuala dala
dzivnieku, kas konkréta tvertn€ mirusi. Kurkuli, kuru metamorfoze nenoslédzas dotaja
laikposma, kurkuli, kas ir kapuru apakSparauga kohorta, atlasé atmestie varzu mazuli un visi
dzivnieki, kas mirst eksperimentatora kliidas d€l, ietverami cenz€tajos datos, un procentu
aprékina sauc€ja tos neieklauj. Pirms jebkadu statistisko analizu veikSanas mirstibas
proporcijam javeic arksinusa—kvadratsaknes transformacija. Alternativa ir izmantot
descendentu Kohrana—Armitidza testu, vélams, ar Rao-Skota korekciju, ja izkliede ir
parmeriga.
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Masa un garums (pieauguma dati)

T&vini un matites metamorfozes laika nav dzimumdimorfi, tapec kapuru apaksSparaugojuma
pieauguma datus analiz€ neatkarigi no dzimuma. Savukart mazulu pieauguma datus analizé
atseviski péc gendtiska dzimuma. Siem beigupunktiem var bit javeic logaritmiska
transformacija, jo dati par lielumu biezi vien ir lognormali.

Hepatosomatiskais indekss (HSI)

Aknu masu normalizg ka visa kermena masas proporciju (t. i., HSI) un analizg atseviski péc
genétiska dzimuma.

Laiks Iidz 62. NF stadijai

Dati par laiku Iidz metamorfozei apstradajami ka dati par laiku Iidz notikumam, un naves
gadijumi vai tas, ka Ipatnis nesasniedz 62. NF stadiju 70 dienas, jauztver ka labgji cenzeti
dati (t.1., patiesa vértiba parsniedz 70 dienas, bet p@tijums beidzas, pirms dzivnieki
70 dienas sasniegusi 62. NF stadiju). Testa beigu dienu nosaka p&c medianala laika lidz
62. NF stadijai (metamorfozes beigas) atSkaidiSanas tidens kontrol€s. Medianalo laiku lidz
metamorfozes beigam var noteikt ar Kaplana—Meiera reizinajuma robezas novertétajiem.
Sis beigupunkts jaanalizé, izmantojot jaukto efektu Koksa proporciondlo apdraudgjumu
modeli, kura nem veéra pétijuma replikatu strukttru.

Histopatologiskie dati (smaguma atzimes un ontogenétiskas stadijas)

Histopatologiskie dati tiek iegliti smaguma atzimju vai ontogenétisko stadiju forma. Testa
RSCABS (Rao—Scott Cochran—Armitage by Slices) katram histopatologiskas atbildreakcijas
smaguma ITmenim tiek izmantots descendents Kohrana—ArmitidZa trenda tests ar Rao—Skota
korekciju (Green et al., 2014). Rao—Skota korekcija testa lauj nemt véra eksperimenta planu
ar replikattraukiem. Procedira by Slices ietver biologisko ekspektaciju, ka ietekmes
smagums pieaugs, palielinoties devai vai koncentracijai, vienlaikus saglabajot Tpatnu
atzimes un atspogulojot konstatétas ietekmes smagumu. Procediira RSCABS ne vien nosaka,
kuras apstrades statistiski atSkiras no kontrolém (t.1., kuram noverojamas smagakas
patologijas neka kontrolém), bet ari nosaka, pie kadas smaguma atzimes atskiriba
konstat€jama, ta analizei dodot vajadzigo kontekstu. Kas attiecas uz gonadu un reproduktivo
kanalu ontogenétiskas stadijas noteikSanu, ar datiem javeic papildu manipulacijas, jo viens
no RSCABS pienémumiem ir: ietekmes smagums pieaug lidz ar devas palielinaSanos.
Noverota ietekme var bt attistibas aizkavéSanas vai paatrinasanas. Tapéc dati par
ontogenétiskajam stadijam butu jaanalizé tadi, kadi noraditi, lai noteiktu attistibas
paatrinajumu, bet tad manuali jainverteé pirms otrds analizes, ar kuru nosaka attistibas
paléninajumu.

1. attels. Diagramma, péc kuras pienemams [@mums par ieteicamo statistisko analizi testa LAGDA datiem.
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8. papildinajums

APSVERUMI, KAS SAISTITI AR SKOLIOZES GADIJUMU APSEKOSANU UN
MINIMALIZESANU

Testa populacijas morfologiskos un uzvedibas novérojumus var apgritinat idiopatiska
skolioze, kas Xenopus laevis kurkulos parasti izpauZas ka saliekta aste. Jacen$as minimaliz&et
vai pavisam noveérst skoliozes incidenci, gan krajuma, gan testa apstaklos. Galigaja testa
ieteicams panakt, ka vid€jas un smagas skoliozes prevalence nesasniedz 10 %, lai uzlabotu
ticamibu, ka ar testu var detektét ar apstradi saistitu ontogenétisko ietekmi uz citadi
veseliem abinieku kapuriem.

Dieniskajos novérojumos galiga testa laika jaregistré gan skoliozes incidence (ipatnu skaits),
gan smagums, ja ta noverojama. Jaraksturo anormalijas vieta (piem., pirms kloakas vai aiz
tas) un izlieckuma virziens (piem., laterals vai dorsoventrals — virziena no muguras uz
vederu). Skoliozes smagumu var vertét ar $adam atzimém:

N (neizteikta) — izliekuma nav;
(1) minimala — viegls laterals izliekums aiz kloakas, nov@érojams tikai miera stavokli;
(2) vidgja — laterals izliekums aiz kloakas, novérojams pastavigi, bet kustibas netraucg;

(3) smaga — laterals izliekums pirms kloakas VAI jebkads izliekums, kas traucé kustéties,
VALI jebkads dorsoventrals izliekums.

ASV VAA FIFRA zinatniska konsultativa panelgrupa (FIFRA SAP 2013) izskatija datu
kopsavilkumu par skoliozi piecpadsmit abinieku metamorfozes testos ar X. laevis (no
51. NF stadijas lidz posmam péc 60. stadijas) un sniedza visparigus ieteikumus, ka testa
populacijas §is anormalijas prevalenci mazinat. Lai gan LAGDA ontogenétiskais laika
griezums ir plasaks, tie ir relevanti ar7 Sim testam.

Vesturiskie narsta raditaji

Par vaislas pariem principa jaizmanto kvalitativi, veseli pieaugusi ipatni; likvid€jot vaislas
parus, kuru pecnacgjiem ir skolioze, tas gadijjumu skaitu laika gaita var mazinat. Konkrétak,
var but lietderigi minimaliz€t savvala sagustitu narsta baru izmantoSanu. Testa LAGDA
ekspozicijas periodu sak ar 8.—10. NF stadiju sasnieguSiem embrijiem, un nav iespg&ams
testa sakuma noteikt, vai konkrétiem Ipatniem paradisies skolioze. Tapéc lidzas skoliozes
incidences apsekoSanai testa dzivniekos biitu jadokument€ vésturiskie ikru kamolu raditaji
(arT skoliozes prevalence kapuros, kam lauj attistities). Var bt lietderigi turpinat monitorét
to katra kamola ikru dalu, ko konkréta pétijuma neizmanto, un noveérojumus ieklaut parskata
(FIFRA SAP 2013).
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Udens kvalitate

Ir svarigi gan laboratorijas krajuma, gan testa nodrosinat pietiekamu tdens kvalitati. Lidzas
tidens kvalitates kriterijiem, ko tipiski izveérte tdenstoksiskuma testos, var but lietderigi
monitorgjot sekot Iidzi, vai nav konstat€§jama baribas vielu nepietickamiba (piem.,
C vitamina, kalcija, fosfora nepietickamiba) vai seléna vai vara pardaudzums, un to izlabot;
ir zinas ka Sie apstakli dazados apméros izraisa skoliozi laboratorija audz&tos Rana sp. un
Xenopus sp. dzivniekos (Marshall et al. 1980; Leibovitz et al. 1992; Martinez et al. 1992;
péc FIFRA SAP 2013 zinam). Udens kvalitati un testa Ipatnu veselibu parasti uzlabo
piemerots dietarais rezims (sk. 4. papildinajumu) un regulara tvertnes tiriSana.

Diéta

Konkréti ieteikumi attieciba uz dietaro rezimu (par kuriem zinams, ka tie labi der testam
LAGDA) sniegti 4. papildinajuma. leteicams baribas avotus parbaudit uz biologiskiem
tokstniem, herbicidiem un citiem pesticidiem, par kuriem zinams, ka tie X. laevis vai citos
tidensdzivniekos izraisa skoliozi (Schlenk and Jenkins 2013). Pieméram, ar skoliozi zivis
(Schultz et al. 1985) un vardés (Bacchetta et al. 2008) asociéta eksponétiba daziem
holinesterazes inhibitoriem.

LITERATURA

Bacchetta, R., P. Mantecca, M. Andrioletti, C. Vismara, and G. Vailati. 2008. Axial-skeletal
defects caused by carbaryl in Xenopus laevis embryos. Science of the Total Environment
392: 110 - 118.

Schultz, T.W., J.N. Dumont, and R.G. Epler. 1985. The embryotoxic and osteolathyrogenic
effects of semicarbazide. Toxicology 36: 185-198.

Leibovitz, H.E., D.D. Culley, and J.P. Geaghan. 1982. Effects of vitamin C and sodium
benzoate on survival, growth and skeletal deformities of intensively culture bullfrog larvae

(Rana catesbeiana) reared at two pH levels. Journal of the World Aquaculture Society 13:
322-328.

Marshall, G.A., R.L. Amborski, and D.D. Culley. 1980. Calcium and pH requirements in
the culture of bullfrog (Rana catesbeiana) larvae. Journal of the World Aquaculture Society
11: 445-453.

Martinez, 1., R. Alvarez, 1. Herraez, and P. Herraez. 1992. Skeletal malformations in
hatchery reared Rana perezi tadpoles. Anatomical Records 233(2): 314-320.

Schlenk, D., and Jenkins, F. 2013. Endocrine Disruptor Screening Prog (EDSP) Tier 1
Screening Assays and Battery Performance. US EPA FIFRA SAP Minutes No. 2013-03.
May 21-23, 2013. Washington, DC. ”

608



	Pielikums (2. daļa no 2)
	B.71. ĀDAS IN VITRO SENSIBILIZĀCIJAS TESTI, KUROS APSKATĪTS ĀDAS SENSIBILIZĀCIJAS NELABVĒLĪGĀ IZNĀKUMA CEĻA (AOP) ATSLĒGNOTIKUMS “DENDRĪTISKO ŠŪNU AKTIVĀCIJA”
	VISPĀRĪGS IEVADS
	Testēšanas metode, kuras pamatā ir atslēgnotikums “dendrītisko šūnu aktivācija”

	LITERATŪRA
	1. papildinājums

	Ādas in vitro sensibilizācija: cilvēka šūnu līnijas aktivācijas tests (h-CLAT)
	SĀKOTNĒJIE APSVĒRUMI UN IEROBEŽOJUMI
	TESTA PRINCIPS
	KOMPETENCES PIERĀDĪŠANA
	PROCEDŪRA
	Šūnu sagatavošana
	Devas noteikšanas tests
	Testējamo ķimikāliju un kontroles vielu sagatavošana
	Testējamo ķimikāliju un kontroles vielu aplicēšana
	Iekrāsošana ar propīdija jodīdu (PI)
	Citotoksiskuma mērīšana ar plūsmas citometriju un CV75 vērtības aplēšana

	CD86/CD54 ekspresijas mērījums
	Testējamo ķimikāliju un kontroles vielu sagatavošana
	Testējamo ķimikāliju un kontroles vielu aplicēšana
	Šūnu iekrāsošana un analīze


	DATI UN PĀRSKATA SAGATAVOŠANA
	Datu izvērtēšana
	Prognozes modelis
	Pieņemamības kritēriji
	Testēšanas pārskats
	Testējamā ķimikālija
	Kontroles
	Testa apstākļi
	Testa pieņemamības kritēriji
	Testa procedūra
	Rezultāti
	Rezultātu iztirzājums
	Secinājumi


	LITERATŪRA
	1.1. papildinājums

	DEFINĪCIJAS
	1.2. papildinājums

	STANDARTVIELAS
	2. papildinājums

	Ādas in vitro sensibilizācija: U937 šūnu līnijas aktivācijas tests (U-SENS™);
	SĀKOTNĒJIE APSVĒRUMI UN IEROBEŽOJUMI
	TESTA PRINCIPS
	KOMPETENCES PIERĀDĪŠANA
	PROCEDŪRA
	Šūnu sagatavošana
	Testējamo ķimikāliju un kontroles vielu sagatavošana
	Testējamo ķimikāliju un kontroles vielu aplicēšana
	Šūnu iekrāsošana
	Analīze ar plūsmas citometriju jeb plūsmcitometriskā analīze

	DATI UN PĀRSKATA SAGATAVOŠANA
	Datu izvērtēšana
	Prognozes modelis
	Pieņemamības kritēriji
	Testēšanas pārskats
	Testējamā ķimikālija
	Kontroles
	Testa apstākļi
	Testa pieņemamības kritēriji
	Testa procedūra
	Rezultāti
	Rezultātu iztirzājums
	Secinājumi


	LITERATŪRA
	2.1. papildinājums

	DEFINĪCIJAS
	2.2. papildinājums

	STANDARTVIELAS
	3. papildinājums

	Ādas in vitro sensibilizācija: tests IL-8 Luc
	SĀKOTNĒJIE APSVĒRUMI UN IEROBEŽOJUMI
	TESTA PRINCIPS
	KOMPETENCES PIERĀDĪŠANA
	PROCEDŪRA
	Šūnu sagatavošana
	Testējamās ķimikālijas un kontroles vielu sagatavošana
	Luciferāzes aktivitātes mērījumi

	DATI UN PĀRSKATA SAGATAVOŠANA
	Datu izvērtēšana
	Prognozes modelis
	Pieņemamības kritēriji
	Testēšanas pārskats
	Testējamās ķimikālijas
	Kontroles
	Testa apstākļi
	Testa procedūra
	Rezultāti
	Rezultātu iztirzājums
	Secinājums


	LITERATŪRA
	3.1. papildinājums

	DEFINĪCIJAS
	3.2. papildinājums

	Luciferāzes aktivitātes mērīšanas princips un optisko filtru pārvades koeficientu noteikšana SLO un SLR
	Divu krāsu luciferāzu mērīšana ar optisko filtru
	Pārvades koeficientu noteikšanas materiāli un metodes
	1) Reaģenti
	2) Fermenta šķīduma sagatavošana
	3) Bioluminiscences mērīšana
	3.3. papildinājums


	STANDARTVIELAS
	3.4. papildinājums

	Indeksi un slēdzienu kritēriji
	nIL8LA (nSLO-LA)
	Ind-IL8LA (FInSLO-LA)
	95 % ticamības intervāls (95 % TI)
	Inh-GAPLA (II-SLR-LA)
	3.5. papildinājums


	Metodes, kā izšķīdināt ķimikālijas testa IL-8 Luc vajadzībām: shēma
	3.6. papildinājums

	Metode, kā izšķīdināt 4-NBB izmantošanai par pozitīvo kontroli testa IL-8 Luc vajadzībām: shēma

	“C.52. PAPLAŠINĀTAIS VIENAS MEDAKU PAAUDZES REPRODUKCIJAS TESTS (MEOGRT)
	IEVADS
	SĀKOTNĒJIE APSVĒRUMI UN IEROBEŽOJUMI
	TESTA PRINCIPS
	TESTA DERĪGUMA KRITĒRIJI
	METODES APRAKSTS
	Aprīkojums
	Ūdens
	Ekspozīcijas sistēma
	Testa šķīdumi
	Testa dzīvnieki
	Zivju izvēle un turēšana
	Zivju aklimatizācija un atlase


	TESTA PLĀNS
	Testējamās koncentrācijas
	Apstrādes grupu un kontroļu replikāti

	PROCEDŪRA
	Testa sākšana
	Ekspozīcijas nosacījumi
	Ekspozīcijas ilgums
	Barošanas režīms
	Analītiskie konstatējumi un mērījumi
	Novērojumi un mērītie beigupunkti
	Humāna zivju nonāvēšana
	Manipulācijas ar ikriem un zivju kāpuriem
	Ikru ievākšana no vaislas pāriem nākamās paaudzes iegūšanai
	Ikru audzēšana līdz izšķilšanās brīdim

	Vaislas pāru sagatavošana
	Spuru paraugošana un genotipiskā dzimuma noteikšana
	Vaislas pāru izveide

	Gandrīz pieaugušu īpatņu paraugošana un beigupunktu novērtēšana
	Vaislas pāros neiekļauto zivju paraugošana
	Audu paraugošana un vitelogenīna mērīšana
	Sekundārās dzimumpazīmes

	Fekunditātes un fertilitātes novērtēšana
	Pieaugušu īpatņu paraugošana un beigupunktu novērtēšana
	Vaislas pāru zivju paraugošana
	Histopatoloģija
	Citi novērojumi


	NORISES GRAFIKS
	DATI UN PĀRSKATA SAGATAVOŠANA
	Statistiskā analīze
	Ar datu analīzi saistītie apsvērumi
	Kompromitētu apstrādes līmeņu izmantošana
	Šķīdinātāja kontroles

	Testēšanas pārskats
	Testējamā ķimikālija: fizikālās īpašības un attiecīgā gadījumā fizikālķīmiskās īpašības:
	Testa suga:
	Testa apstākļi:
	Rezultāti:


	LITERATŪRA
	1. papildinājums

	DEFINĪCIJAS
	2. papildinājums

	DAŽI PIEŅEMAMA ATŠĶAIDĪŠANAS ŪDENS ĶĪMISKIE RAKSTURLIELUMI
	3. papildinājums

	TESTA MEOGRT NOSACĪJUMI
	4. papildinājums

	NORĀDĪJUMI PAR TIPISKĀM KONTROLES VĒRTĪBĀM
	Jāpiezīmē, ka šo kontroles vērtību pamatā ir ierobežots skaits validācijas pētījumu, un, pieredzei augot, tās var būt jāgroza.
	Pieaugums
	Šķilstība
	Izdzīvotība
	Vitelogenīna gēns
	Sekundārās dzimumpazīmes
	XX tēviņi
	Nārsts
	Fekunditāte
	Fertilitāte
	5. papildinājums

	BAROŠANAS REŽĪMA PIEMĒRS
	6. papildinājums

	IKRU INKUBĀCIJAS KAMERU PARAUGI
	A piemērs
	B piemērs
	7. papildinājums

	REPLIKĀTU SAKOPOŠANAS UN SADALĪŠANAS SHĒMA TESTĒŠANAS METODEI MEOGRT
	Apstrādes un replikācija
	8. papildinājums


	ANĀLĀS SPURAS PAPILLU SKAITĪŠANA
	Galvenie materiāli un reaģenti
	Procedūras
	9. papildinājums


	Detalizēts MEOGRT laika grafiks
	1.–3. testa nedēļa (F0)
	4. testa nedēļa (F0 un F1)
	5.–6. testa nedēļa (F1)
	7.–11. testa nedēļa (F1)
	Testa nedēļa (F1)
	13.–14. testa nedēļa (F1)
	15.–17. testa nedēļa (F1)
	18. testa nedēļa (4. testa nedēļas atkārtojums) (F1 un F2)
	19.–20. testa nedēļa (F2)
	10. papildinājums


	STATISTISKĀ ANALĪZE
	Histopatoloģiskie dati
	Dati par fekunditāti
	Dienas ikru skaitīšana vienas paaudzes ietvaros
	Visi citi bioloģiskie dati


	C.53. ABINIEKU KĀPURU AUGŠANAS UN ATTĪSTĪBAS TESTS (LAGDA)
	IEVADS
	SĀKOTNĒJIE APSVĒRUMI UN IEROBEŽOJUMI
	TESTĒŠANAS METODES ZINĀTNISKAIS PAMATS
	TESTA PRINCIPS
	TESTA DERĪGUMA KRITĒRIJI
	METOŽU APRAKSTS
	Aprīkojums
	Ūdens
	Izcelsme un kvalitāte

	Ekspozīcijas sistēma
	Ķimikālijas padošana: testa šķīdumu sagatavošana
	Testa dzīvnieki
	Testa suga
	Pieaugušo dzīvnieku kopšana un audzēšana


	TESTA PLĀNS
	Testējamās koncentrācijas
	Apstrādes grupu un kontroļu replikāti

	PROCEDŪRA
	Testa pārskats
	Ekspozīcijas nosacījumi
	Ekspozīcijas ilgums
	Testa sākšana
	Barošanas režīms
	Kāpuru barošana
	Mazuļu barošana

	Analītiskā ķīmija
	Novērojumi un beigupunktu mērījumi
	Mirstība un dienišķie novērojumi
	Kāpuru apakšparaugošana
	Kāpuru apakšparaugošanas kopapskats
	Humāna kurkuļu nonāvēšana
	Morfometrija (masa un garums)
	Audu ievākšana un fiksācija
	Vairogdziedzera histoloģija

	Kāpuru ekspozīcijas beigas
	Atlase pēc 66. NF stadijas
	Mazuļu paraugošana
	Pārskats par mazuļu paraugošanu
	Humāna varžu nonāvēšana
	Morfometrija (masa un garums)
	VTG plazmā (pēc izvēles)
	Ģenētiskā dzimuma noteikšana
	Audu ņemšana un fiksēšana histopatoloģijas vajadzībām
	Histopatoloģija


	DATI UN PĀRSKATA SAGATAVOŠANA
	Statistiskā analīze
	Ar datu analīzi saistītie apsvērumi
	Kompromitētu replikātu un apstrāžu izmantošana
	Šķīdinātāja kontrole

	Testēšanas pārskats
	Testējamā ķimikālija:
	Testa suga:
	Testa apstākļi:
	Rezultāti:


	LITERATŪRA
	1. papildinājums

	DEFINĪCIJAS
	2. papildinājums

	DAŽI PIEŅEMAMA ATŠĶAIDĪŠANAS ŪDENS ĶĪMISKIE RAKSTURLIELUMI
	3. papildinājums

	TESTA LAGDA NOSACĪJUMI
	4. papildinājums

	BAROŠANAS REŽĪMS
	Kāpuru barošana
	Kāpuru barības sagatavošana
	Barošanas protokols

	Pāreja no kāpuru diētas uz mazuļu diētu
	Mazuļu barošana
	Mazuļu diēta
	Sasmalcinātu granulu sagatavošana pārejai no kāpuru diētas uz mazuļu diētu
	Barošanas protokols
	5. papildinājums


	ĢENĒTISKĀ DZIMUMA NOTEIKŠANA
	X. laevis praimeri
	Marķieris DM-W
	Pozitīvā kontrole

	DNS attīrīšana
	PCR
	Reakcija
	Termociklera profils:

	Agarozes gēla elektroforēze (3 %) (paraugprotokols)
	50X TAE
	1X TAE
	3:1 agaroze
	Metode


	Literatūra
	6. papildinājums

	VITELOGENĪNA MĒRĪŠANA
	Materiāli un reaģenti
	Receptes
	Klājbuferis (50 mM karbonātbuferis, pH 9,6)
	10X PBS (0,1 M fosfāta, 1,5 M NaCl):
	Skalošanas buferis (PBST):
	Testa buferis:

	Paraugu ņemšana
	Procedūra vienai platei
	Plates pārklāšana
	Plates bloķēšana
	Etalonu sagatavošana
	Paraugu sagatavošana
	Inkubēšana ar 1. antivielu
	Plates noskalošana
	Plates uzpildīšana
	Inkubēšana ar 2. antivielu
	Substrāta pievienošana
	B/Bo aprēķināšana
	Standartlīknes iegūšana un nezināmo noskaidrošana
	Minimālo noteikšanas robežu noteikšana


	Literatūra
	7. papildinājums

	STATISTISKĀ ANALĪZE
	Nepārtrauktu beigupunktu dati
	Mirstība
	Masa un garums (pieauguma dati)
	Hepatosomatiskais indekss (HSI)

	Laiks līdz 62. NF stadijai
	Histopatoloģiskie dati (smaguma atzīmes un ontoģenētiskās stadijas)

	Literatūra
	APSVĒRUMI, KAS SAISTĪTI AR SKOLIOZES GADĪJUMU APSEKOŠANU UN MINIMALIZĒŠANU
	Vēsturiskie nārsta rādītāji
	Ūdens kvalitāte
	Diēta

	Literatūra


		2019-02-25T13:36:35+0000
	 Guarantee of Integrity and Authenticity


	



