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II

(Nelegislativi akti)

REGULAS

KOMISIJAS REGULA (ES) 2017|735
(2017. gada 14. februaris),

ar kuru, pielagojot tehnikas attistibai, groza pielikumu Regulai (EK) Nr. 440/2008 par testé$anas
metoZu noteikSanu saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes Regulu (EK) Nr. 1907/2006, kas
attiecas uz kimikaliju registrésanu, vértésanu, licencéSanu un ierobezosanu (REACH)

(Dokuments attiecas uz EEZ)

EIROPAS KOMISTJA,
nemot véra Ligumu par Eiropas Savienibas darbibu,

nemot véra Eiropas Parlamenta un Padomes 2006. gada 18. decembra Regulu (EK) Nr. 1907/2006, kas attiecas uz
kimikaliju registréSanu, vérté$anu, licencé$anu un ierobezosanu (REACH) un ar kuru izveido Eiropas Kimikaliju agentiiru,
groza Direktivu 1999/45/EK un atce] Padomes Regulu (EEK) Nr. 793/93 un Komisijas Regulu (EK) Nr. 1488/94, ka ari
Padomes Direktivu 76/769/EEK un Komisijas Direktivu 91/155/EEK, Direktivu 93/67/EEK, Direktivu 93/105/EK un
Direktivu 2000/21/EK (!), un jo ipasi tas 13. panta 2. punktu,

ta ka:

(1)  Komisijas Regula (EK) Nr. 440/2008 (?) ir noteiktas Regulas (EK) Nr. 1907/2006 izpildé izmantojamas testéSanas
metodes kimikaliju fizikalkimisko Ipasibu, toksiskuma un ekotoksiskuma noteik3anai.

(2)  Lai pemtu véra tehnikas attistibu un gadatu, ka saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes Direktivu
2010/63/ES () tiek samazinats eksperimentu vajadzibam izmantoto dzivnieku skaits, Regula (EK) Nr. 440/2008
ir jaatjaunina, taja icklaujot jaunas un atjauninatas testéSanas metodes, ko nesen pienémusi Ekonomiskas
sadarbibas un attistibas organizacija (ESAO). Dokumenta projekts ir apspriests ar ieinteresétajam personam.

(3)  Sis pielagojums tehnikas attistibai ietver divdesmit testéSanas metodes: vienu jaunu metodi fizikalkimiskas
ipasibas noteik$anai, piecas jaunas un vienu atjauninatu testéSanas metodi ekotoksiskuma novértésanai, divas
atjauninatas testéSanas metodes, ar kuram novérté apriti un uzvedibu vidé, un Cetras jaunas un septinas
atjauninatas testéSanas metodes, ar kuram noverté ietekmi uz cilvéka veselibu.

(4)  ESAO testésanas vadlinijas regulari parskata, lai noteiktu, vai kadas no tdm nav zinatniski novecojusas. Ar 3o
pielagojumu tehnikas attistibai tiek svitrotas seSas testéSanas metodes, kuram atbilsto§as ESAO testéSanas
vadlinijas ir atceltas.

() OVL 396,30.12.2006., 1. Ipp.

(*) Komisijas 2008. gada 30. maija Regula (EK) Nr. 440/2008 par testéSanas metozu noteik§anu saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes
Regulu (EK) Nr. 1907/2006, kas attiecas uz kimikaliju registréSanu, vértéSanu, licencéSanu un ierobezosanu (REACH) (OV L 142,
31.5.2008., 1. Ipp)).

(}) Eiropas Parlamenta un Padomes 2010. gada 22. septembra Direktiva 2010/63[ES par zinatniskiem mérkiem izmantojamo dzivnieku
aizsardzibu (OV L 276, 20.10.2010., 33. 1pp.).
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(5)  Tapéc Regula (EK) Nr. 440/2008 biitu attiecigi jagroza.
(6)  Saja regula paredzétie pasikumi ir saskapd ar atzinumu, ko sniegusi atbilstosi Regulas (EK)

Nr. 1907/2006 133. pantam izveidota komiteja,

IR PIENEMUSI SO REGULU.

1. pants

Regulas (EK) Nr. 440/2008 pielikumu groza saskana ar $is regulas pielikumu.

2. pants

Si regula stajas speka divdesmitaja diena péc tas publicésanas Eiropas Savienibas Oficialaja Vestnest.

Si regula uzliek saistibas kopuma un ir tiesi piemérojama visas dalibvalstis.

Brisele, 2017. gada 14. februari

Komisijas varda —

priekssédétajs

Jean-Claude JUNCKER
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PIELIKUMS

Regulas (EK) Nr. 440/2008 pielikumu groza 3adi:

1) pielikuma A dala pievieno $adu nodalu:

“A.25. DISOCIACIJAS KONSTANTES UDENI (TITRESANAS METODE — SPEKTROFOTOMETRISKA METODE —
KONDUKTOMETRISKA METODE)

IEVADS

Si testéSanas metode ir ekvivalenta ESAO Test@Sanas vadlinijai Nr. 112 (1981).

Prieksnosacijumi
— Piemérota analitiska metode

— Skidiba tideni

Noradijumi
— Strukt@rformula
— Elektrovaditspéja konduktometriskajai metodei

Precizejumi

— Visas test€Sanas metodes var veikt ar tiram vai tirdzniecibas kvalitates vielam. Japem véra piemaisjjumu
iespgjama ietekme uz rezultatiem.

— TitréSanas metode nav piemérota vielam ar mazu $kidibu (sk. sadalu “Testjamie skidumi”).
— Spektrofotometriskd metode izmantojama vienigi tam vielam, kuru disociétajam un nedisociétajam formam ir
ievérojami atskirigs UV/VIS absorbcijas spektrs. ST metode var biit piemérota arT vielam ar mazu $kidibu un

neskabju/nebazu disociacijam, pieméram, kompleksveidosanai.

— Gadjjumos, kad ir izpildits Onsagera vienadojums, drikst izmantot konduktometrisko metodi, pat ja koncen-
tracijas ir saméra zemas un pat neskabju/nebazu kimiska lidzsvara gadijjumos.

Standarta dokumenti

Si testéSanas metode ir balstita uz sadalas “Literatiiras saraksts” atsaucgs noraditajam metodém un dokumentu
“Preliminary Draft Guidance for Premanufacture Notification EPA” (1978. gada 18. augusts).

METODE — IEVADS, TESTA MERKIS, PIELIETOJUMS, NOZIMIGUMS, IZMANTOSANA UN IEROBEZOJUMI

Vielas disociacija tideni ir svariga, noveértgjot tas ietekmi uz vidi. Ta nosaka vielas formu, kas savukart nosaka tas
izturéSanos un parnesi. Ta var ietekmét kimikalijas adsorbciju augsnés un sedimentos un absorbésanos biologiskas
$Ginas.

Definicijas un mérvienibas

Disociacija ir atgriezeniska sadaliSanas divos vai vairakos kimiskajos savienojumos, kuri var biit jonizéti. So procesu
parasti apzimé ar $adu formulu:

RX = R+ X~
un koncentracijas lidzsvara konstante, kas nosaka 3o reakciju, ir $ada:

R
RX
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Pieméram, konkrétaja gadijuma R ir Gidenradis (viela ir skabe) un konstante ir

X"]

K, =[H] =
[H'] X
vai
_ Hloe X7
pK. = pH - log IHX]
Standartvielas

Parbaudot jaunu vielu, ne visos gadijumos jaizmanto turpmak noraditas standartvielas. Tas galvenokart ir noraditas
tade], lai ik pa laikam bitu iesp&ams veikt metodes kalibréSanu un salidzinat rezultatus gadijumos, kad tiek
izmantota cita metode.

pK () Temperatiira (°C)
p-nitrofenols 7,15 25
Benzoskabe 4,12 20
p-hloranilins 3,93 20

(") Nav vértiba par 20 °C nav pieejama, ta¢u var pienemt, ka mérjjumu rezultatu mainiba ir lielaka neka paredzama atkariba no
temperatiiras.

Bitu lietderigi izmantot vielu ar vairakiem pK, ka noradits turpmak sadala “Metodes princips”. Tada viela varétu
bat:

Citronskabe pK, (8) Temperatiira (°C)
1) 3,14 20
2) 4,77 20
3) 6,39 20

Testésanas metodes princips

Pie vides apstakliem atbilstoSa temperatiiras diapazona aprakstitais kimiskais process parasti ir tikai mazliet atkarigs
no temperatiiras. Lai noteiktu disociacijas konstanti, nepiecieams izmérit kimiskas vielas disociéto un nedisociéto
formu koncentracijas. Pateicoties zina§anam, kas iegiitas par iepriek$ sadala “Definicijas un mervienibas” noradito
disociacijas reakcijas stehiometriju, ir iesp&jams noteikt attiecigo konstanti. Saja testéSanas metodé aprakstitaja
konkrétaja gadijuma viela izturas ka skabe vai baze, un noteik$ana ir értak veicama, nosakot vielas jonizéto un
nejonizéto formu relativas koncentracijas un $kiduma pH. Sakariba starp Siem lielumiem ir noradita ieprieks sadala
“Definicijas un mérvienibas” sniegtaja pK, vienadojuma. Dazam vielam novérojama vairak neka viena disociacijas
konstante, un ir iesp&jams izstradat lidzigus vienadojumus. Dazas no $eit aprakstitajam metodém ir piemérotas
neskabju/nebazu disociacijam.

Kvalitates kritériji
Atkartojamiba

Disociacijas konstante jareplicé (ar vismaz trim mérfjumiem) * 0,1 log vienibu robeZas.
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TESTA PROCEDURU APRAKSTS

Ir divas pamatpieejas pK, noteikSanai. Pirma pieeja ietver zinama daudzuma vielas titréSanu ar standarta skabi vai
attieciga gadijuma — ar bazi; otra pieeja ietver jonizéto un nejonizéto formu relativas koncentracijas un tas pH
atkaribas noteik3anu.

SagatavoSanas

Uz minétajiem principiem balstitas metodes var klasificét ka titré$anas, spektrofotometriskas un konduktometriskas
procediras.

Testejamie Skidumi

Titrésanas metodes un konduktometriskas metodes gadijuma kimiska viela jaizskidina destiléta dideni. Spektrofoto-
metriskas metodes un citu metoZu gadijuma izmanto buferskidumus. Testéjamas vielas koncentracija nedrikst
parsniegt 0,01 M vai pusi no piesatinata $kiduma koncentracijas, un $kidumu pagatavosana jaizmanto iespé&jami
tiraka pieejama viela. Ja viela ir tikai vaji $kistoSa, pirms tas pievienosanas iepriek§ noraditajam koncentracijam to

Ar Tindala staru japarbauda emulsiju klatbiitne skidumos, jo ipasi, ja $kidibas uzlabo$anai ticis izmantots papildu
skidinatajs. Ja tiek izmantoti buferskidumi, buferskiduma koncentracija nedrikst parsniegt 0,05 M.

Testésanas apstakli

Temperatiira
Temperatiira jauztur vismaz * 1 °C apméra. Noteiksanu vélams veikt 20 °C temperatiira.

Ja ir aizdomas par batisku atkaribu no temperatiiras, noteik§ana javeic vismaz divas citas temperatiras. Tada
gadijjuma temperatiiras intervaliem jabiit 10 °C, bet uzturétajai temperatiirai — * 0,1 °C.

Analizes

Metodi nosaka, nemot véra testéjamas vielas raksturipasibas. Tai jabat pietickami jutigai, lai katra testéjama $kiduma
koncentracija batu iesp&jams noteikt dazadas kimiskas sugas [species].

Testa veiksana

TitreSanas metode

Testéjamo $kidumu nosaka, titréjot ar standarta bazes vai attieciga gadijuma skabes $kidumu, péc katras titréSanas
$kiduma pievienosanas izmérot pH. Pirms ekvivalences punkta pakapeniski japievieno vismaz 10 devas. Ja lidzsvars
tiek sasniegts pietickami atri, var izmantot registréSanas potenciometru. Lai izmantotu $o metodi, ir precizi jazina
vielas kopigais daudzums un tas koncentracija. Javeic piesardzibas pasakumi, lai izslegtu oglekla dioksida rasanos.
Sikaka informacija par procediiru, drosibas pasakumiem un aprékinu sniegta standarta testos, pieméram, (1), (2),
(3) un (4).

Spektrofotometriska metode

Vilna garumu konstaté tad, ja jonizétajam un nejonizétajam vielas formam ir ieveérojami at3kirigi ekstinkcijas
koeficienti. UV/VIS absorbcijas spektru iegfist no nemainigas koncentracijas skidumiem pH apstaklos, kur viela ir
batiba nejonizéta un pilnigi jonizéta un tai ir vairakas pH starpvértibas. To iesp&jams paveikt, salidzinosi lielam
vielas $kiduma daudzumam daudzkomponentu buferi pakapeniski pievienojot koncentrétas skabes (bazes) devas,
sakotngji ar augstu (zemu) pH (atsauces limenis: 5), vai nemainigiem dazadu buferskidumu daudzumiem, kas aptver
vélamo pH diapazonu, pievienojot lidzvértigus vielas izej$kiduma daudzumus, pieméram, Gideni, metanola. No pH
un absorbcijas vértibam pie izveléta vilna garuma aprekina pietieckamu pK, veértibu skaitu, izmantojot datus no
vismaz 5 pH, ja vismaz 10 procenti un mazak neka 90 procenti vielas ir jonizéti. Sikaka informacija par
eksperimentu un aprékinasanas metodi sniegta (1).
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Konduktometriska metode

[zmantojot vaditspéjas $tnu ar mazu, zinamu $inas konstanti, méra aptuveni 0,1 M vielas $kiduma vaditspéjiga
tdeni vaditspéju. Méra ari vairaku precizi sagatavotu $a $kiduma at$kaidjjumu vaditspgju. Koncentraciju ikreiz
samazina uz pusi, un $ai testu virknei jaaptver vismaz koncentracijas lieluma karta. Robezvaditspéju bezgaliga
atSkaidjjuma konstaté, veicot lidzigu eksperimentu ar Na sdli un ekstrapoléot. Tad, izmantojot Onsangera
vienadojumu, péc katra $kiduma vaditspéjas iespéjams aprékinat disociacijas pakapi un tadéadi, izmantojot
Ostvalda at3kaidiSanas likumu, disociacijas konstanti var aprékinat ka K = a2C/(1 — a), kur C ir koncentracija molos
uz vienu litru, bet a — disociéta dala. Javeic piesardzibas pasakumi, lai izslégtu CO, raanos. Sikaka informacija par
eksperimentu un aprékinasanas metodi sniegta standarta tekstos un atsaucés (1), (6) un (7).

DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Rezultatu apstrade
Titrésanas metode

TitréSanas likné 10 mériSanas punktiem aprékina pK.. Aprékina minéto pK, vértibu vidéjo un standartnovirzi.
Jaieklauj grafiks, kura pH atlikts pret standartbazes vai standartskabes tilpumu, un $is informacijas attélojums
tabula.

Spektrofotometriskas metodes

Tabula norada datus par katra spektra absorbciju un pH. No starpposma spektra datu punktiem aprékina vismaz
piecas pK, vértibas, un aprékina ari $o rezultatu vidéjo un standartnovirzi.

Konduktometriska metode

Katrai skabes koncentracijai un katrai tada maisijuma koncentracijai, kas ir viena skabes ekvivalenta maisijums ar
0,98 karbonatu nesaturo$a natrija hidroksida ekvivalentiem, aprékina ekvivalenta vaditspéju A. Skabes daudzums ir
parmérigi liels, lai novérstu hidrolizes raditu parmérigi lielu OH~. 1/A atliek pret O_C, un sals A, var noteikt, veicot
ekstrapolaciju lidz nulles koncentracijai.

Skabes A, iesp&ams aprékinat, izmantojot literatiiras datus par H* un Na*. Katrai koncentracijai iesp&ams aprekinat
pKa, izmantojot @ = A; [A, un Ka = a2C[(1 — a). Ka vértibas iespéjams uzlabot, tas korig€jot péc mobilitates un
aktivitates. Jaaprékina pK, vértibu vidgjais un standartnovirzes.

Testésanas parskats
Jasniedz visi neapstradatie dati un aprekinatas pK, vértibas, ka ari iepriek$ aprakstitie statistiskie parametri kopa ar

aprékinasanas metodi (vélams, tabulas veida, ka noradits atsaucé Nr. 1). Attieciba uz titréSanas metodém janorada
sika informacija par titréSanas $kidumu standartizéSanu.

Attieciba uz spektrofotometrisko metodi jaiesniedz visi spektri. Attieciba uz konduktometrisko metodi jasniedz sika
informacija par $tnas konstantes noteikSanu. Jasniedz informacija par izmantoto papémienu, analitiskajam
metodém un visu izmantoto buferskidumu raksturipasibam.

Janorada testéSanas temperatiira(-s).

LITERATURAS SARAKSTS
(1) Albert, A. & Sergeant, E.P.: Ionization Constants of Acids and Bases, Wiley, Inc., New York, 1962.

(2) Nelson, N.H. & Faust, S.D.: Acidic dissociation constants of selected aquatic herbicides, Env. Sci. Tech. 3, II, pp.
1186-1188 (1969).
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(3) ASTM D 1293 — Annual ASTM Standards, Philadelphia, 1974.

(4) Standard Method 242. APHAJAWWA|WPCF, Standard Methods for the Examination of Water and Waste Water,
14th Edition, American Public Health Association, Washington, D.C., 1976.

(5) Clark, J. & Cunliffe, A.E.: Rapid spectrophotometric measurement of ionisation constants in aqueous solution.
Chem. Ind. (London) 281, (March 1973).

(6) ASTM D 1125 — Annual ASTM Standards, Philadelphia, 1974.
(7) Standard Method 205 — APHA/AWWA/NPCF (skatit ieprieks).
(8) Handbook of Chemistry and Physics, 60th ed. CRC-Press, Boca Raton, Florida, 33431 (1980).”

2) pielikuma B dala B.5. nodalu aizstaj ar sadu:

“B.5. AKUTS ACU KAIRINAJUMS/KOROZIJA

IEVADS

Si test@Sanas metode ir ekvivalenta ESAO TestéSanas vadlinijai (TG) Nr. 405 (2012). ESAO kimisko vielu testésanas
vadlinijas tiek regulari parskatitas, lai nodrosinatu, ka tas atspogulo jaunakos sasniegumus zinatné. lepriekséjas $is
testeSanas vadlinijas parskatiSanas reizés ipasa vériba tika veltita iespéjamajiem uzlabojumiem, kas saistiti ar visas
par testgjamo kimikaliju pieejamas informacijas izvértéSanu, lai nebiitu javeic nevajadzigi testi ar laboratorijas
dzivniekiem un tadgjadi tiktu ievérotas dzivnieku labturibas prasibas. TG 405 (pienemti 1981. gada un atjauninati
1987., 2002. un 2012. gada) ir ieklauts ieteikums pirms aprakstita akiita acu kairinajuma/korozijas in vivo testa
veik$anas veikt relevanto eso$o datu pieradijumu svara analizi (1). Ja esoSie dati ir nepietickami, tos ieteicams
papildinat seciga testéSana (2) (3). TestéSanas stratégija ietilpst validétu un visparpienemtu in vitro testu veikSana, un
ta pievienota ka papildindjums $ai testéSanas metodei. Regulas (EK) Nr. 1907/2006, kas attiecas uz kimikaliju
registréSanu, vertésanu, licencéSanu un ierobezosanu (REACH) (1), vajadzibam attiecigajos ECHA noradijjumos ir
ietverta arf integréta testéSanas stratégija (21). Testi ar dzivniekiem javeic vienigi tad, ja tada nepieciesamiba ir
konstatéta péc pieejamo alternativo metoZzu apsvér§anas un pieméroto metoZu izmantoSanas. Sis atjauninatas
testéSanas metodes izstrades laika ir konstatéti gadjjumi, kad $is test€Sanas metodes izmantosana joprojam ir
nepiecie$ama vai to prasa atseviski reglament€josie noteikumi.

Jaunakais atjauninajums galvenokart ir veérsts uz analgétisko lidzeklu un anestézijas lidzeklu izmantosanu un
neietekmé testéSanas vadlinijas pamatkoncepciju un struktiru. ICCVAM (%) kopa ar starptautisku neatkarigu
profesionalvértéSanas komisiju parskatija vietéjas anestézijas lidzeklu, sistémisko analgétisko lidzeklu regulara
izmantojuma un humanu beigupunktu lietderigumu un ierobezojumus attieciba uz acu kairinagjumu in vivo
droguma testos (12). Saja parskata tika secinats, ka vietéjas anestézijas lidzeklu un sistémisko analgétisko lidzeklu
izmantojums varétu novérst visas vai gandriz visas sapes un diskomfortu, neietekméjot testa rezultatu, un tika
ieteikts vienmér izmantot §is vielas. Saja testéSanas metodé ir nemts véra minétais parskats. Vietgjas anestézijas
lidzekli, sistémiskie analgétiskie lidzekli un humani beigupunkti akdta acu kairindgjuma un korozijas in vivo testésana
jaizmanto pastavigi. To nelietoSana japamato. Saja metodé aprakstitie uzlabojumi vairuma testéSanas gadijumu,
kuros joprojam nepiecieSams veikt acu drosuma in vivo testéSanu, dzivniekiem batiski samazinas vai novérsis sapes
un diskomfortu.

Lidzsvarota, preventiva atsapinaSana jaieklauj: i) standarta pirmapstrade ar vietéjas anestézijas lidzekli (pieméram,
proparakainu vai tetrakainu) un sistémisko analgétisko lidzekli (pieméram, buprenorfinu); ii) standarta pécapstrade
ar sistémiskajiem analgétiskajiem lidzekliem (pieméram, buprenorfinu un meloksikamuy); iii) dzivnieku ar kliniskam
sapju un/vai diskomforta pazimém planveida novérosana, monitoré$ana un registrésana; un iv) visu acu bojajumu
veida, smaguma pakapes un attistibas planveida novérosana, uzraudziba un registrésana. Sikaka informacija ir
sniegta turpmak aprakstitajas atjauninatajas procediras. Péc testéjamas kimikalijas ievadiSanas nedrikst ievadit
nevienu citu vietéjas anestézijas vai analgétisko lidzekli, lai neraditu traucéjumus pétijuma. Analgetiskos lidzek]us ar
pretiekaisuma iedarbibu (pieméram, meloksikamu) nedrikst aplicét topikali, un sistémiski izmantotas devas nedrikst
mainit ietekmi uz acim.

Definicijas ir izklastitas $is teste$anas metodes papildinajuma.

() Eiropas Parlamenta un Padomes 2006. gada 18. decembra Regula (EK) Nr. 19072006, kas attiecas uz kimikaliju registrésanu, vérté$anu,
licencé$anu un ierobeZosanu (REACH), un ar kuru izveido Eiropas Kimikaliju agentiiru, groza Direktivu 1999/45/EK un atce] Padomes
Regulu (EEK) Nr. 793/93 un Komisijas Regulu (EK) Nr. 1488/94, ka ari Padomes Direktivu 76/769/EEK un Komisijas
Direktivu 91/155[EEK, 93/67/EEK, 93/105/EK un 2000/21[EK. OV L 304, 22.11.2007., 1. Ipp.

() ASV Alternativo metozu validéSanas koordinésanas starpagentiiru komiteja.



L112/8 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 28.4.2017.

SAKOTNEJIE APSVERUMI

Gan zinatniskas precizitates dél, gan nemot véra dzivnieku labturibas apsvérumus, in vivo testi nav javeic, kamér
pieradjjumu svara analizé nav izvertéti visi pieejamie relevantie dati par kimikalijas iespgjamo korozivo kairinoso
ietekmi uz acim. Tie ir ar cilvékiem un/vai laboratorijas dzivniekiem veiktajos pétijjumos iegatie dati, pieradijumi
par vienas vai vairaku strukturali radniecigu vielu vai $adu vielu maisijumu korozivo kairino3o ietekmi uz acim,
dati, kas liecina, ka attiecigajai kimikalijai ir liels skabums vai sarmainiba (4) (5), ka ari validétos un visparpienemtos
in vitro vai ex vivo testos iegiiti rezultati par adas koroziju un korozivo/kairinoso ietekmi uz acim (6) (13) (14) (15)
(16) (17). Pétijumi var bt veikti pirms pieradijumu svara analizes vai tas dé].

Dazu kimikaliju gadijuma $ada analize var noradit uz nepiecieS$amibu veikt in vivo pétijumus par to potencialu
izraisit acu koroziju/kairindgjumu. Visos tados gadijumos pirms in vivo acu testa apsvérsanas ieteicams vispirms veikt
petijumu par kimikalijas korozivo ietekmi uz adu in vitro un/vai in vivo un to izvertét saskana ar secigas testéSanas
stratégiju testeSanas metode B.4. (7) vai ECHA noradijumos (21) aprakstito integrétas testéSanas stratégiju.

Secigas testéSanas stratégija, kas ietver acu korozijas/kairinajuma validéto in vitro vai ex vivo testu veikSanu, ir
ietverta ka papildinajums 3ai testéSanas metodei un — REACH regulas izpildei — ECHA noradijumos (21). Pirms in
vivo testu veikSanas ieteicams izpildit $adu testéSanas strat€giju. Attieciba uz jaunam kimikalijam ieteicams izmantot
pakapeniskas testéSanas pieeju, lai iegiitu zinatniski pamatotus datus par kimikalijas korozivitati/kairinatsp&ju.
Attieciba uz eso$ajam kimikalijam, par kuram nav pietickamu datu, kas raksturo to korozivo/kairino$o ietekmi uz
adu un acim, 3o stratégiju var izmantot triiksto$o datu iegiiSanai. Lémums izmantot at3kirigu testéSanas stratégiju
vai procediiru vai lemums neveikt pakapenisku testéSanu ir japamato.

IN VIVO TESTA PRINCIPS

Péc pirmapstrades ar sistémisku analgétisko lidzekli un pienacigas vietéjas anestézijas induc@anas testéjamo
kimikaliju viena deva aplicé vienai no eksperimenta dzivnieka acim; neapstradato aci izmanto kontrolei. Acs
koroziju/kairindgjumu novérté péc konjunktivas, radzenes un varaviksnenes bojajumu pakapes noteiktos laika
intervalos. Lai ietekmi noveértétu pilnigi, apraksta ari citu veidu ietekmi uz aci, ka ari nelabvéligu sistémisku ietekmi.
Pétjjumi javeic tik ilgi, lai varétu noveértét noverotas ietekmes atgriezeniskumu vai neatgriezeniskumu.

Dzivnieki, kam kada testa posma ir stipru sapju un/vai diskomforta pazimes vai bojajumi, kuri sakrit ar $aja
testéSanas metodé aprakstitajiem humanajiem beigupunktiem (skatit 26. punktu), humani janonave, un test€jama
kimikalija attiecigi janovérte. Kritériji, péc kuriem pienem lémumu humani nonavét mirstoSus dzivniekus un
dzivniekus, kam ir smagas cieSanas, ir sniegti ESAO noradjjumu dokumenta

SAGATAVOSANAS IN VIVO TESTAM

Sugas izvéle

Piemérotakais laboratorijas dzivnieks ir albinais trusis; izmanto jaunus, veselus pieauguSus dzivniekus. Citu celmu
[strain] vai sugu izmanto8ana japamato.

Dzivnieku sagatavosana

Katram provizoriski atlasitajam eksperimenta dzivniekam ne vairak ka 24 stundas pirms testa sakSanas parbauda
abas acis. Dzivnieki ar acu kairindgjuma pazimém, acu defektiem vai iepriek$gjiem radzenes bojajumiem nav
izmantojami.

Turésanas un baroSanas apstakli

Dzivnieki jatur atseviski. Telpa, kura tur eksperimenta dzivniekus, truiem nepiecielama 20 °C (¢ 3 °C)
temperatdira. Lai gan, iznemot telpu uzkop$anas laiku, relativajam mitrumam jabat vismaz 30 % un, vélams, ne
vairak ka 70 %, tas jauztur 50-60 % robezas. Dzivniekus 12 stundas diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet
12 stundas — tumsa. Jaizvairds no parmeérigas gaismas intensitates. Var izmantot parasto laboratorijas baribu ar
neierobezotu piekluvi dzeramajam tdenim.
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TESTA PROCEDURA

Viet&jas anestézijas lidzeklu un sistémisko analgétisko lidzeklu lietosana

Lai acs drosibas testeSanas procediru laika novérstu vai lidz minimumam samazinatu sapes un diskomfortu,
ieteicams izmantot turpmak noraditas procediiras. Tas iesp&jams aizstat ar citam procedfiram, ja ir noteikts, ka tas
noveérs vai atvieglo sapes un diskomfortu tikpat labi vai vél labak.

— Se$desmit mindtes pirms test§jamas kimikalijas aplicéSanas (TCA) ar zemadas injekciju ievada buprenorfinu
(0,01 mg/kg), lai nodrodinatu terapeitisku sistémiskas atsapinasanas limeni. Nav zinams vai paredzams, ka
buprenorfins un citi lidzigi analgétiskie lidzekli opioidi, kurus sisteémiski ievada, mainitu acs atbildreakciju (12).

— Piecas mindtes pirms TCA Kkatrai acij aplicé vienu vai divus pilienus acu vietéjas anestézijas lidzekla (pieméram,
0,5 % proksimetakaina hidrohlorida vai 0,5 % tetrakaina hidrohlorida). Lai neietekmétu pétjjumu, ieteicams
izmantot vietgjas anestézijas lidzekli, kura sastava nav konservantu. Ta katra dzivnieka acs, kas nav apstradata
ar test€jamo kimikaliju, bet ir apstradata ar vietéjas anestézijas lidzekli, kalpo kontroles noliikiem. Ja paredzams,
ka testgjama kimikalija radis bitiskas sapes un diskomfortu, tai parasti nevajadzétu veikt in vivo testu. Tomér
Saubu gadijuma vai tad, ja testéSana ir vajadziga, jaapsver papildu apstrade ar vietéjas anestézijas lidzekli, kas
pirms TCA javeic ik péc 5 minitém. Lietotdjiem jaapzinas, ka vairakkartéja apstrade ar vietgjas anestézijas
lidzekli varétu mazliet pasliktinat kimikalijas izraisitos bojajumus un/vai pagarinat laiku, kas nepiecieSams, lai
tie izzustu.

— Astonas stundas péc TCA ar zemadas injekciju ievada buprenorfinu — 0,01 mg/kg — SC un meloksikamu —
0,5 mg/kg —, lai turpinatu nodrosinat terapeitisku sistémiskas atsapinasanas limeni. Kaut ari nav datu, kas
liecinatu, ka meloksikamam ir pretiekaisuma ietekme uz aci, ja to reizi diena ievada ar zemadas injekciju,
meloksikamu nevajadzétu ievadit, kamér nav apritéjusas vismaz 8 stundas péc TCA, lai pétjjumu nekadi
neietekmétu (12).

— Pec sakotnéjas 8 stundu ilgas apstrades, ko veic péc TCA, ar zemadas injekciju ik péc 12 stundam jaievada
buprenorfins — 0,01 mg/kg — kopa ar meloksikamu — 0,5 mg/kg —, ko ar zemadas injekciju ievada ik péc
24 stundam, lidz acs bojajumi ir novérsti un nav novérojamas sapju vai diskomforta kliniskas pazimes. Ir
pieejami ilgstoSas iedarbibas analgétiskie lidzekli, kuru izmantoSanu varétu apsvért, lai samazinatu analgétisko
lidzeklu devu biezumu.

— Ja ar preventivo analgétisko lidzekli un vietéjas anestézijas lidzekli nepietiek, talit péc TCA jaaplicé analgétiskais
“glabsanas” lidzeklis. Ja pétjjuma laika dzivniekam novérojamas sapju vai diskomforta pazimes, ar zemadas
injekciju nekavéjoties ievada buprenorfina “glabsanas” devu — 0,03 mg/kg —, ko vajadzibas gadijuma atkarto
pat ik péc 8 stundam, nevis 0,01 mg/kg ar zemadas injekciju ik péc 12 stundam. Ik péc 24 stundam, bet ne
agrak ka vismaz 8 stundas péc TCA kopa ar buprenorfina “glabsanas” devu ar zemadas injekciju jaievada
meloksikams — 0,5 mg/kg.

Test&jamas kimikalijas ievadiSana

Testéjamo kimikaliju katram dzivniekam ievada vienas acs konjunktivas maisa, pirms tam apaksgjo plakstinu viegli
pavelkot nost no acabola. Péc tam plakstinus apméram vienu sekundi viegli tur kopa, lai viela neizplastu. Otra acs
paliek neapstradata, un to izmanto kontroles noliikos.

Skalosana

Testa dzivniekiem acis nedrikst skalot vismaz 24 stundas péc testéjamas kimikalijas ievadiSanas, izpemot
gadijumus, kad ievada cietvielas (skatit 18. punktu), ka ari tad, kad novérojama tdlitéja kairinosa vai kodiga
iedarbiba. Péc 24 stundam acis vajadzibas gadijuma var izskalot.

Iznemot gadijumus, kad tas ir zinatniski pamatoti, nav ieteicams veikt pétfjumus ar satelitgrupu, lai noskaidrotu
skaloSanas ietekmi. Ja satelitgrupa ir vajadziga, jaizmanto divi trusi. Precizi jadokumenté skaloSanas apstakli,
pieméram, skaloSanas laiks, skalojama skiduma sastavs un temperatiira; ilgums, tilpums un atrums.
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Devas limenis

1) Skidrumu testéSana

Skidrumu testéSanai izmanto 0,1 ml devu. Kimikalijas ievadiSanai tiesi aci nedrikst izmantot smidzinatajus. Pirms
iepilinat aci 0,1 ml skidra aerosola, tas vispirms jaizsmidzina un jasavac tvertné.

2) Cietvielu testeSana

Testéjot cietvielas, pastas un kimikalijas dalinu veida, izmantojamajam daudzumam jabat 0,1 ml péc tilpuma vai ne
vairak ka 100 mg péc masas. Testéjama kimikalija jasaberz smalka pulveri. Cietu vielu tilpums jaméra péc to vieglas
sablivéSanas, pieméram, sakratot mértrauku. Ja testéjama cietd kimikalija lidz pirmajam novérojumu laikpunktam
1 stundu péc ievadiSanas nav no testa dzivnieka acs izvadita ar fiziologiskiem mehanismiem, aci var izskalot ar
salstideni vai destilétu adeni.

3) Aerosolu testéSana

Visas ar stikni izsmidzinamas vielas un aerosolus pirms ievadiSanas aci ieteicams vispirms izsmidzinat un savakt
tvertné. Vienigais iznémums ir kimikalijas aerosola baloninos zem spiediena, kuras nav iespéams savakt tvertné
iztvaikosanas dél. Sados gadijumos acs jatur atvérta un testéjama kimikalija jaievada aci, to apméram vienu sekundi
izsmidzinot no 10 c¢m attaluma tie$i uz acabola. Attalumu var mainit atkariba no spiediena aerosola balonina un ta
satura. Jaraugas, lai acij bojajumus nenodaritu aerosola balonina spiediens. Atseviskos gadjjumos var bit vajadzigs
novértét iespéjamos mehaniskos acs bojajumus, ko varétu radit aerosola balonina spiediens.

Ar aerosola balonu ievadito devu var noteikt, testu imit&jot $adi — kimikaliju izsmidzina uz sverampapira [weighing
paper] caur tru$a acs liecluma atveri tiesi pie papira. Acl iesmidzinato devu aptuveni nosaka, izmérot papira svara
palielindjumu. Gaistosam kimikalijam devu var noteikt, uztveréjtvertni nosverot pirms test§jamas kimikalijas
iznemsanas un péc tas.

Sakotnéjais tests (acs kairindjumajkorozijas in vivo tests ar vienu dzivnieku)

Stingri ieteicams in vivo testus sakt, izmantojot vienu dzivnieku (sk. 3is testéSanas metodes papildindjumu “Vielas
acu kairinagjuma un kodigas iedarbibas secigas testéSanas stratégija”). Pirms tiek sakta apstiprino$a testa veiksana ar
otro dzivnieku, jabiit iespéjai ar novérojumiem noteikt bojajumu smaguma pakapi un atgriezeniskumu.

Ja péc iepriek$ aprakstitas procediiras iegiitie testa rezultati liecina, ka kimikalijai ir koroziva vai stipri kairinosa
iedarbiba uz acim, talaku acs kairinajuma testéSanu neveic.

Apstiprinajuma tests (acu kairinajuma in vivo tests ar papildu dzivniekiem)

Ja koroziva vai stipri kairino$a iedarbiba sakotngja testa nav novérota, kairino$a iedarbiba vai tas neesiba
jaapstiprina testos ar vienu vai diviem papildu dzivniekiem. Ja sakotnéja testa ir novérojama kairino$a iedarbiba,
ieteicams apstiprino$o testu veikt secigi, izmantojot pa vienam dzivniekam, nevis vienlaikus izmantot divus papildu
dzivniekus. Ja otrajam dzivniekam konstaté korozivu vai stipri kairino$u iedarbibu, testu neturpina. Ja no otra
dzivnieka iegitie rezultati ir pietiekami, lai batu iesp&jams kimikaliju klasificét péc bistamibas, turpmaku testéSanu
neveic.

Novérosanas periods

Novérojumi javeic pietickami ilgi, lai varétu pilnigi novértét novérotas ietekmes intensitati un atgriezeniskumu.
Talu, ja dzivniekiem paradas stipru sapju vai diskomforta pazimes (8), eksperiments vienmér uzreiz japartrauc. Lai
noteiktu ietekmes atgriezeniskumu, dzivnieki parasti janovéro 21 dienu péc testéjamas kimikalijas ievadiSanas. Ja
iedarbibas atgriezeniskumu konstate, pirms ir beidzies 21 dienas periods, eksperimentu attiecigi beidz atrak.
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Kliniskie novérojumi un acs reakciju klasificésana

Vienu stundu péc TCA acis ripigi jaizmeklé attieciba uz acs bojajumu esamibu vai neesibu; péc tam izmekléSanu
veic vismaz reizi diena. Pirmajas tris dienas dzivnieki jaizmeklé vairakas reizes diena, lai nodrosinatu, ka lémumi
testu beigt tiek piepemti savlaicigi. Visa pétijuma laika regulari, vismaz divas reizes diena ar vismaz 6 stundu
intervalu starp novérojumiem vai vajadzibas gadijuma biezak, jaizvérté, vai eksperimenta dzivniekiem nav sapju
un/vai diskomforta klinisko pazimju (pieméram, atkartota acs aizskar§ana vai berzéSana ar kepu, parmeriga
mirkskinasana, parmériga asaroSana) (9) (10) (11). Tas jadara, lai i) piendcigi novértétu dzivnieku sapju un
diskomforta pazimes un piepemtu apzinatus lémumus par nepiecieSamibu palielinat analgétisko lidzeklu devu un
ii) novértétu, vai dzivniekiem nav iestajusas noteikto humano beigupunktu pazimes, un pienemtu informeétus
lémumus par to, vai dzivnieki bGtu humani jaeitanazé, un nodro§inatu tadu lémumu savlaicigu pienemsanu.
Standarta karta jaizmanto iekrasoS$ana ar fluoresceinu, un vajadzibas gadijuma jalieto spraugas lampas
biomikroskops (pieméram, novértéjot bojajuma dzilumu, ja novérojama radzenes ulcericija), kas var palidzét
detektét un izmérit acs bojagjumus un ar ko noveérté, vai nav sasniegti noteiktie humanas eitanazijas beigupunkta
kritériji. Novéroto bojajumu digitalas fotografijas var apkopot ka atsauces materialus un izmantot par pastavigu acs
bojajuma apméra liecibu. Dzivnieki testa nav jatur ilgak par galigas informacijas iegtiSanai vajadzigo laiku.
Dzivniekus ar stipru sapju vai diskomforta pazimém nekavéjoties humani nonave, un testéjamo kimikaliju attiecigi
noverteé.

Humani nonavé dzivniekus, kuriem péc kimikalijas iepilina§anas rodas $adi acs bojajumi (skatit 1. tabulu ar
bojajuma pakapju aprakstiem): radzenes perforacija vai liela radzenes ulceracija, tostarp stafiloma; asinis acabola
priekséja kamera; 4. pakapes radzenes aptumsosanas; nereagéSana uz gaismu (2. pakapes varaviksnenes reakcija)
ilgak neka 72 stundas; konjunktivas ulceracija; konjunktivas vai mirkskinasanas membranas nekroze; vai nekrotisko
audu lobisanas. Ta rikojas tapéc, ka §adi bojajumi parasti ir neatgriezeniski. Turklat ieteicams minétos acs
bojajumus izmantot par humanajiem beigupunktiem pétijumu partrauksanai pirms 21 dienas novérosanas perioda
beigam. Tiek uzskatits, ka Sie bojajumi liecina par smagiem kairino$iem vai koroziviem bojajumiem un tadiem
bojajumiem, kuru izzuSana lidz 21 dienas novérosanas perioda beigam ir maz ticama: loti dzil§ bojajums (piem.,
radzenes ulceracija parsniedz stromas virsgjos slanus), > 50 % radzenes malas zaud&ums (par ko liecina
konjunktivas audu izbaléSana) un smaga acs infekcija (strutaini izdalfjumi). Radzenes virsmas vaskularizacija (t. i.,
pannuss); ar fluoresceinu iekrasotas dalas nemazinasanas, kas konstatéta ikdienas novérte$ana; unfvai tas, ka
5 dienas péc testéjamas kimikalijas aplicéSanas nenotiek reepitelizacija, — ari $o pazimju kombinaciju var uzskatit
par potenciali lietderigiem kritérijiem, kas var pamudinat piepemt klinisku lémumu pétjjumu priekslaicigi izbeigt.
Tomeér katrs no $iem konstat&jumiem atseviski nav pietickams iemesls pétijuma priekslaicigai izbeigSanai. Lidzko ir
konstatéta smaga ietekme uz acim, jakonsultéjas ar laboratorijas dzivnieku arst&joso arstu, kvalificétu veterinararstu
vai darbinieku, kur$ ir apmacits klinisko bojajumu identificésana, lai noteiktu, vai $adas ietekmes kopa dod pamatu
pétjjumu izbeigt priekslaicigi. Acs (konjunktivas, radzenes, varaviksnenes) reakcijas pakapes nosaka un registré 1,
24, 48 un 72 stundas péc testgjamas kimikalijas ievadiSanas (1. tabula). Dzivniekiem, kuriem acs bojajumi
neveidojas, pétjjumu var izbeigt ne agrak ka 3 dienas péc kimikalijas iepilinasanas. Dzivnieki ar acs bojajumiem,
kas nav smagi, janovéro, lidz bojajumi izzad, vai 21 dienu periodu, péc kura apritéSanas pétjjumu izbeidz.
Novérojumi javeic un jaregistré vismaz 1 stundu, 24 stundas, 48 stundas, 72 stundas, 7 dienas, 14 dienas un
21 dienu, lai novértétu bojajumu stavokli un to atgriezeniskumu vai neatgriezeniskumu. Ja nepiecieSams, javeic
biezaki novérojumi, lai noteiktu, vai eksperimenta dzivniekiem humanu apsvérumu dé| nav javeic eitanazija vai tie
nav jaiznem no pétjjuma negativu rezultatu del.

Péc katras apskates jaregistré acs bojajumu pakape (1. tabula). Registré ari visus paréjos acs bojajumus (piem.,
pannusu, iekrasosanos, izmainas acabola priekséja kamera) un nelabvéligu sistémisku ietekmi.

Atbildreakciju izvertéSanai var izmantot binokularo lupu, parnésajamu spraugas lampu, biomikroskopu vai citas
piemérotas ierices. Kad registréti novérojumi péc 24 stundam, turpmakam acu parbaudém var izmantot
fluoresceinu.

Acs atbildreakciju klasifikacija ir neizbégami subjektiva. Lai veicinatu acs atbildreakciju klasifikacijas saskanosanu
un palidzétu testéSanas laboratorijam, ki ari novérojumu veicéjiem un interpretétdjiem, personalam, kas veic
novérojumus, jabiit pietiekami apmacitam par izmantojamo klasifikacijas sistému.
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DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Rezultatu izvért&jums

Acu kairindjuma raditaji janoveérté, nemot véra bojajumu raksturu un smagumu, to atgriezeniskumu vai neatgrieze-
niskumu. Atseviskie raditaji nav uzskatami par kimikalijas kairino$o ipasibu absolatu standartu, jo tiek novértéta
ar cita testéjamas kimikalijas ietekme. Tapéc atseviskie raditaji jauzskata par atsauces vértibam un tiem ir nozime
tikai tad, ja tie tick pamatoti ar pilnigiem aprakstiem un visu novérojumu izveértéumu.

Testésanas parskats
TestéSanas parskata jaieklauj talak noradita informacija.

In vivo testa veikSanas pamatojums: ieprieks veikto testu datu, tostarp pec secigas testeSanas stratégijas iegiito rezultatu, analize
pec pieradijumu svara:

— relevantu ieprieks veiktajos testos iegtito datu apraksts,
— katra testéSanas stratégijas posma iegitie dati,

— veikto in vitro testu apraksts, tostarp sikas zinas par izmantotajam procedfiram, rezultatiem, kas iegiti ar
testéjamajam/standarta kimikalijam,

— veikto in vivo adas kairinajuma/korozijas petijumu apraksti, tostarp iegiitie rezultati,
— in vivo pétjjumam nepiecieSama pieradijumu svara analize.
Testgjama kimikalija:

— identifikacijas dati (piem., kimiskais nosaukums un CAS numurs (ja ir), tiriba, zinamie piemaisijumi, avots,
serijas numurs),

— fizikalas un fizikalkimiskas ipasibas (piem., pH, gaistamiba, $kidiba, stabilitate, sp&ja reagét ar Gideni),

— maisjjumam: komponenti jaidentificé, noradot identifikacijas datus par to sastava eso$ajam vielam (piem.,
kimiskie nosaukumi un CAS numuri (ja ir)) un to koncentracijas,

— aplicétas devas lielums.

Nesejs:

— identifikacija, koncentracija (attieciga gadjjuma), izmantotais tilpums,

— neséja izveles pamatojums.

Testa dzivnieki:

— izmantotais celms/linija, izvéles pamatojums gadijumos, kad neizmanto albinos trusus,
— katra dzivnieka vecums pétijuma sakuma,

— katra dzimuma dzivnieku skaits testa un kontroles grupas (ja vajadzigs),

— katra dzivnieka svars testa sakuma un beigas,

— izcelsme, turéSanas apstakli, barosana u. c.

Anestezijas lidzekli un analgetiskie lidzek]i:

— vietgjas anestézijas lidzeklu un sistémisko analgétisko lidzek]u ievadiSanas devas un laiki,

— ja izmantots vietéjas anestézijas lidzeklis, ta identifikacija, tiriba, veids un iesp&ama mijiedarbiba ar testgjamo
kimikaliju.
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Rezultati:

— visos novérojumu laikos kairindjuma noverté$anai izmantoto metoZu apraksts (pieméram, parnésajama
spraugas lampa, biomikroskops, fluoresceins),

— tabula apkopoti kairindjuma/korozijas dati par katru dzivnieku katra novéroSanas laika lidz attieciga dzivnieka
iznemsanai no testa,

— novérota kairinajuma un korozijas pakapes un rakstura apraksts,
— citu novéroto acs bojajumu apraksts (pieméram, vaskularizacija, pannusa veidosanas, saaugumi, iekraso$anas),

— ar aci nesaistitas nelabvéligas vietjas vai sistémiskas ietekmes apraksts, sapju un diskomforta klinisko pazimju
pieraksts, digitalas fotografijas un histopatologisko izmeklgumu rezultati, ja tie veikti.

Rezultatu apspriesana

Rezultatu interpreticija

Laboratorijas dzivnieku acu kairinajuma pétjjumu rezultatus ekstrapolét uz cilvékiem ir pamatoti tikai lidz zinamai
pakapei. Daudzos gadijumos albinie trusi pret acim korozivam vai kairino$am vielam ir jutigaki neka cilveki.

Interpretéjot datus, jaraugas, lai tiktu izslégts kairindjums, ko radijusi sekundara infekcija.
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1. tabula

Acs bojajumu klasifikacija

Radzene Pakape

Apdulkojums — blivuma pakape (nolasijumi javeic visblivakaja zona) ()

Ne ulceracijas, ne apdulkojuma nav 0

Izkaisitas vai diftizas apdulkojuma zonas (iznemot normala spiduma vieglu blavumu);vara- 1
viksnenes dalas labi saskatamas

Caurspidiga dala viegli izskirama; varaviksnenes dalas redzamas nedaudz neskaidri 2

Perlamutra zona; varaviksnenes dalas nav redzamas; acs zilites izmérs tikko redzams 3
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Radzene Pakape
Radzene necaurredzama; varaviksnene cauri apdulkojumam nav samanama 4
Maksimali iespé&jamie: 4
Varaviksnene
Norma 0
Krokas redzami padzilinatas, aizsprostojums, pietikums, mérena apradzenes hiperémija;vai 1
asinsizplidums; varaviksnene reagé uz gaismu (par reakciju uzskata ari lenu reakciju)
AsinoSana, visparéjs bojajums vai nav reakcijas uz gaismu 2
Maksimali iesp&jamie: 2
Konjunktiva
Apsartums (attiecas uz plakstinu un acabola konjunktivu, bet ne uz radzeni un varaviksneni)
Norma 0
Dazi asinsvadi izteikti hiperémiski (piepilditi) 1
Diftiza, tumssarkana krasa; atseviski asinsvadi griti izskirami 2
Diftiza tums§sarkana liellopu galas krasa 3
Maksimali iesp&jamie: 3
Hemoze
Pietikums (attiecas uz plakstiniem un/vai mirk§kinasanas membranam)
Norma 0
Neliels pietikums virs normas 1
Acimredzams piettikums ar plakstinu daléju izgrieSanos 2
Piettikums, plakstini apméram pusaizvérti 3
Piettikums, plakstini vairak neka pusaizverti 4

Maksimali iespé&jamie: 4

(*) Janorada radzenes apdulkojuma platiba.
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Papildinajums

DEFINICIJAS

Skabju/sairmu rezerve: skabiem preparatiem — natrija hidroksida daudzums (g) uz 100 g preparata, kas
nepiecieS$ams, lai panaktu konkrétu pH; sarmainiem preparatiem — natrija hidroksida daudzums (g), kas ir
lidzvertigs sérskabes daudzumam gramos uz 100 g preparata, kur nepiecie$ams, lai panaktu konkrétu pH (Young
et al., 1988).

Kimikalija: viela vai maisjjums.

Kairindgjumu neizraiso$as vielas: vielas, kas nav klasificétas ka EPA I, Il vai Il kategorijas acu kairindjumu
izraisitajas vai GHS 1., 2., 2.A vai 2.B kategorijas vai ES 1. vai 2. kategorijas acu kairindgjumu izraisitajas (17) (18)
(19).

Acu korozijas izraisitajs: a) kimikalija, kas rada acs audu neatgriezenisku bojajumu; b) kimikalijas, kas klasificétas
ka GHS 1. kategorijas, EPA 1 kategorijas vai ES 1. kategorijas acu kairinajumu izraisitajas (17) (18) (19).

Acu kairindjuma izraisitajs: a) kimikalija, kas acl izraisa atgriezeniskas izmainas; b) kimikalijas, kas klasificétas ka
EPA 11 vai III kategorijas, GHS 2., 2.A vai 2.B kategorijas vai ES 2. kategorijas acu kairindgjumu izraisitajas (17) (18)
(19).

Nopietna acu kairinajuma izraisitajs: a) kimikalija, kas izraisa acs audu bojajumus, kas neizziid 21 dienas laika
péc aplicésanas vai kas izraisa nopietnu fizisku redzes pasliktinasanos; b) kimikalijas, kas tiek klasificétas ka GHS
1. kategorijas, EPA 1 kategorijas vai ES 1. kategorijas acu kairinajumu izraisitajas (17) (18) (19).

Test&jama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko testé ar $o testéSanas metodi.

Daudzpakapju testéSanas pieeja: pakapeniskas testéSanas stratégija, kura noteiktd seciba parskata visu esoSo
informaciju par testgjamo kimikaliju, katra pakapeé izmantojot pieradijumu izsvér$anu, lai pirms parejas uz nakamo
pakapi noteiktu, vai ir pieejams pietiekami daudz informacijas, lai pienemtu lémumu par bistamibas klasifikaciju. Ja
testgjamas kimikalijas kairinajuma izraisiSanas potencialu var noteikt, pamatojoties uz eso$o informaciju, papildu
testéSana nav javeic. Ja, pamatojoties uz eso$o informaciju, test§jamas kimikalijas kairinajuma izraisiSanas
potencialu noteikt nevar, ievéro pakapenisku secigu procediiru testéSanai ar dzivniekiem, lidz var viennozimigi
pienemt lémumu par klasifikaciju.

Pieradijumu izsveérs§ana (process): izsverot informacijas kopuma stipras un vajas puses, nonak pie secinajuma,
pie kada ne vienmér lauj nonakt atseviska datu dala. kultaras, kuras neapstrada (t. i., ne ar testg§jamo kimikaliju, ne

ar $kidinataju), bet ar kuram paraléli izdara tadas paSas manipulacijas ka ar kultiiram, kuras apstrada ar testéjamo
kimikaliju.
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TESTESANAS METODES B.5. PAPILDINAJUMS (')

SECIGAS TESTESANAS STRATEGIJA ACU KAIRINAJUMA UN KOROZIJAS NOTEIKSANAI

Visparigi apsvérumi

Nemot véra gan zinatnisko rezultatu uzticamibas, gan dzivnieku labturibas apsveérumus, ir svarigi izvairities no
nevajadzigiem testiem ar dzivniekiem un péc iespgjas mazak izmantot testus, kas varétu dzivniekos izraisit spécigu
atbildreakciju. Pirms in vivo testéSanas jaizvérte visa informacija, kas attiecas uz kimikalijas potencialo kairinatsp&ju/
korozivitati acim. Var gadities, ka jau ir pieejami pietiekami pieradijumi, lai test§jamo kimikaliju attieciba uz tas
spéju izraisit acu kairinajumu/koroziju klasificétu, neveicot testus ar laboratorijas dzivniekiem. Ta, izmantojot
pieradijumu svara analizi un secigas testéSanas stratégiju, var lidz minimumam samazinat vajadzibu veikt in vivo
testus, ipasi tad, ja kimikalija var izraisit spécigu reakciju.

leteicams ar pieradijumu svara analizi izvertét eso$o informaciju par kimikaliju kairino§o un korozivo ietekmi uz
acim un noteikt, vai §is ietekmes raksturoSanai varétu bat javeic papildu pétijumi, kas nav in vivo pétjumi. Ja
vajadzigi papildu pétjjumi, attiecigo eksperimentalo datu iegfiSanai ieteicams izmantot secigas test€Sanas stratégiju.
Ja viela nav testéta, tas korozivas/kairino$as ietekmes uz acim noveértésanai nepieciesamo datu iegfi§anai jaiizmanto
secigas testéSanas stratégija. Saja papildindgjuma aprakstita sakotnéja testéSanas stratégija tika izstradata ESAO
darbseminara (1). Péc tam ta tika apstiprinata un papladinata Saskanotaja sistéma kimisko vielu radito cilvéka
veselibas un vides apdraudgjumu integrétai klasificéSanai, kas atbalstita Kimikaliju komitejas un Kimikaliju darba
grupas 28. kopigaja sanaksmé 1998. gada novembri (2), un atjauninata ESAO ekspertu grupa 2011. gada.

Lai gan § testéSanas stratégija nav B.5. test€Sanas metodes sastavdala, taja noradita ieteicama pieeja, ka nosakama
spéja izraisit acu kairindjumu/koroziju. Si pieeja ir gan acu kairinajuma/korozijas in vivo testéSanas paraugprakse,
gan étiskais etalons. Saja testéSanas metodé sniegti noradijumi par in vivo testu veik§anu un apkopoti faktori, kas
janem veéra pirms $ada testa apsvérSanas. Secigas test€Sanas stratégija sniegta pieradijumu izsvérSanas pieeja, ar kuru
izvert&jami esodie dati par kimikaliju kairinoso/korozivo ietekmi uz acim, un daudzpakapju pieeja, ar ko iegiistami
attiecigie dati par kimikalijam, par kuram vajadzigi papildu pétijumi, vai par kimikalijam, par kuram pétjjumu nav
vispar. Stratégija vispirms paredzéta validétu un visparpienemtu in vitro vai ex vivo testu veikSana un péc tam —
konkrétos apstaklos — teste$anas metodes B.4. pétijumi (3) (4).

Pakapeniskas testéSanas stratégijas apraksts

Pirms veikt testus, kas ir secigas testéSanas stratégijas dala (attéla), jaizveérté visa pieejama informacija, lai noteiktu
nepiecieSamibu veikt in vivo acu testus. Lai gan butisku informaciju var iegat, izvért§jot atseviskus raditajus
(pieméram, stipri augsts vai zems pH), janem véra viss eso$as informacijas kopums. Pienemot lémumu par
pieradijumu svaru, jaizverté visi relevantie dati par konkrétas kimikalijas un tas strukturalo analogu iedarbibu, un
jasniedz $a lémuma pamatojums. Galvenais uzsvars jaliek uz esoSajiem datiem par kimikalijas iedarbibu uz cilvéka
organismu un uz dzivniekiem un péc tam uz in vitro vai ex vivo testu rezultatiem. Ja iesp&ams, javairas veikt
korozivu kimikaliju in vivo pétjjumus. TestéSanas stratégija nemti vera sadi faktori.

Jaizvérté esosie dati par ietekmi uz cilvéka organismu un/vai dzivniekiem unj/vai in vitro dati, kas iegaiti ar validetam
un starptautiski visparpienemtam metodém (1. posms).

() Integrétas testéSanas stratégijas izmantoSanai attieciba uz acs kairindjumu saskana ar REACH regulu sk. arT ECHA Guidance on information
requirements and chemical safety assessment R.7.a nodalu “Endpoint specific guidance” hittp://echa.europa.eu/documents|
10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf.
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Vispirms jaizverté esosie dati par ietekmi uz cilvéka organismu, piem., kliniskie pétfjumi vai arodekspozicijas
pétijumi un slimibas véstures un/vai testa dati no pétijjumiem ar dzivniekiem par ietekmi uz acim, un/vai in vitro
dati, kas iegiiti ar validétam un starptautiski visparpienemtam metodém par acu kairindjumu/koroziju, jo tie sniedz
informaciju, kas tiei saistita ar ietekmi uz acim. Péc tam jaizvérté pieejamie dati no pétjjumiem ar cilvékiem un/vai
dzivniekiem, kuros pétita adas korozija/kairindjums, un/vai no in vitro pétjjumiem, kas veikti saskana ar validétam
un starptautiski visparpienemtam adas korozijas pétiSanas metodém. Dzivniekiem acis nedrikst pilinat ne
kimikalijas, par kuram zinams, ka tam ir koroziva vai stipri kairinosa ietekme uz acim, ne kimikalijas, kuram ir
koroziva vai stipri kairinoa ietekme uz adu; jauzskata, ka tam biis koroziva un/vai kairinosa ietekme ari uz acim.
Tapat in vivo pétjjumos nevajadzétu testét ari kimikalijas, par kuram ieprieks veiktajos pétjjumos par ietekmi uz
acim iegiiti pietickami zinatniskie dati, kas apliecina, ka tas nav ne korozivas, ne kairinosas.

Struktiiras un aktivitates sakaribu (SAR) analize (2. posms).

Japem véra strukturali radniecigu kimikaliju testu rezultati, ja tie ir pieejami. Ja pétjjumos ar cilvékiem un/vai
dzivniekiem iegiits pietickami daudz datu par strukturali radniecigu vielu vai $adu vielu maisijumu potencialu atstat
korozivu/kairino$u ietekmi uz acim, var pienemt, ka testéjama kimikalija izraisis tadas pasas atbildreakcijas. Sados
gadijumos veikt testus ar o kimikaliju var nebit vajadzigs. Negativi dati no pétjjumiem par strukturali radniecigam
vielam vai $adu vielu maisfjumiem nav uzskatami par pietickamu pieradijumu, ka kimikalija nebas koroziva vai
kairino$a, secigas test€Sanas stratégija. Lai konstatétu kimikalijas potencialu atstat korozivu vai kairino$u ietekmi uz
adu un acim, jaizmanto validéta un visparpienemta pieeja SAR analizei.

Fizikalkimiskas ipasibas un kimiska reagétspégja (3. posms).

Kimikalijam ar Joti zemu vai augstu pH, pieméram, < 2,0 vai > 11,5, var biit spéciga lokala ietekme. Ja kimikalija ir
identificéta par acim korozivu vai kairino$u, pamatojoties uz loti augstu vai zemu pH, var nemt ari véra tas skabju/
sarmu rezervi (buferkapacitati) (5) (6) (7). Ja buferkapacitate liecina, ka kimikalija varétu nebtt koroziva acim (t. i.,
kimikalijas ar loti augstu vai zemu pH un zemu skabju/sairmu rezervi), javeic papildu testéSana, lai par to parlie-
cinatos, vélams, izmantojot validétu un visparpienemtu in vitro vai ex vivo testu (sk. 10. punktu).

Jaizskata cita pieejama informacija (4. posms).

Saja posma jaizveérté visa pieejama informacija par sistémisko toksiskumu pie uznemsanas dermala cela. Jaizskata
arl testéjamas kimikalijas akdtais dermalais toksiskums. Ja pieradits, ka test€jamai kimikalijai ir stipri toksiska
ietekme pie uznemsanas dermala cela, iesp&jams, ka testét tas ietekmi uz acim var nebiit vajadzigs. Lai gan akiits
dermals toksiskums ne vienmeér ir tie$i saistams ar kairino$u/korozivu ietekmi uz acim, var pienemt, ka gadijumos,
kad viela, uznemta dermala cela, ir stipri toksiska, ta bis |oti toksiska ari tad, ja to iepilinas aci. Sadus datus var
apsvert arl starp 2. un 3. posmu.

Ja tas nepiecieSams normativiem merkiem, janoveérte ari kimikalijas dermala korozivitate (5. posms).

Adas korozijas un nopietna kairindjuma potencials vispirms jaizverté saskana ar testéSanas metodi B.4. (4) un
pievienoto papildindjumu (8), izmantojot ari validétas un starptautiski visparpienemtas in vitro testéSanas metodes
adas korozijas noteik3anai (9) (10) (11). Ja tiek novérots, ka kimikalijai ir koroziva iedarbiba uz adu vai ta rada
spécigu adas kairinajumu, var uzskatit, ka ta ir koroziva vai stipri kairinosa ari acim. Lidz ar to nav javeic turpmaki
testi. Ja kimikalijai nav korozivas iedarbibas uz adu vai ta nerada spécigu adas kairinajumu, javeic in vitro vai ex vivo
tests par tas ietekmi uz acim.

In vitro vai ex vivo testu rezultati (6. posms).

Kimikalijas, kuram konstatéta koroziva vai stipri kairino$a ietekme in vitro vai ex vivo testos (12) (13), kas ir validéti
un starptautiski visparpienemti tiesi acu korozijas/kairinajuma novértésanai, nav japarbauda testos ar dzivniekiem.
Var uzskatit, ka $adam kimikalijam bas lidzvértiga spéciga ietekme ar in vivo. Ja validéti un visparpienemti in vitro|
ex vivo testi nav pieejami, 6. posmu izlaiZ un pariet pie 7. posma.
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In vivo tests ar trusiem (7. un 8. posms).

In vivo testi uz acim jasak ar sakotnéju testu, kuram izmanto vienu dzivnieku. Ja ta rezultati liecina, ka kimikalijai ir
stipri kairinosa vai koroziva ietekme uz acim, turpmaku testéSanu neveic. Ja $aja testd nekada koroziva vai
kairino$a ietekme konstatéta netiek, javeic apstiprinasanas tests ar vél diviem dzivniekiem. Atkariba no apstiprina-
juma testa rezultatiem var bat nepiecieSami papildu testi [sk. testéSanas metodi B.5].
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ACU KAIRINAJUMA/KOROZIJAS TESTESANAS UN NOVERTESANAS STRATEGIJA

Darbiba

Izskata eso$os datus par ietekmi uz cilvekiem
un/vai dzivniekiem un/vai in vitro datus no va-
lidétam un starptautiski visparpienemtam me-
todém attieciba uz ietekmi uz acim

Izskata esoSos datus par ietekmi uz cilvékiem
un/vai dzivniekiem un/vai in vitro datus no va-
lidétam un starptautiski visparpienemtam me-
todém attieciba uz korozivu ietekmi uz adu

Izskata esoSos datus par ietekmi uz cilvékiem
un/vai dzivniekiem un/vai in vitro datus no va-
lidétam un starptautiski visparpienemtam me-
todém attieciba uz stipri kairinosu ietekmi uz
adu

Informacijas nav vai eso$a informacija nelauj izdarit
parliecinoSus secinajumus

Veic SAR attieciba uz acs koroziju/kairinajumu

Apsver iespéju veikt SAR attieciba uz adas ko-
roziju

Nav iespgjams izdarTt prognozes vai arl prognozes
nav parliecinosas vai ir negativas

Veic pH mérijumus (attieciga gadijuma nosaka
buferkapacitati)

2 <pH < 11,5 vai pH < 2,0 vai 11,5, attieciga
gadijuma — ar nelielu buferkapacitati vai bez tas

Konstatéjums

Smagi acu bojajumi

Acim kairinosa

Nav acim koroziva/
kairino$a

Koroziva ietekme uz adu

Spécigs adas kairinatajs

Paredzami smagi acu
bojajumi

Paredzams acu kairinajums

Paredzama adas korozija

pH < 2 vai 11,5 (un
attieciga gadijuma augsta
buferkapacitate)

Secinajumi

Apikalais  beigupunkts; uzskata par acim
korozivu. Testé$ana nav vajadziga.

Apikalais beigupunkts; uzskata par acim
kairino$u. TestéSana nav vajadziga.

Apikalais beigupunkts; uzskata, ka nav acim
koroziva vai kairinoSa. TestéSana nav
nepiecieSama

Uzskata par acim korozivu. TestéSana nav
vajadziga.

Uzskata par acim kairino$u. Testé$ana nav
vajadziga.

Uzskata par acim korozivu. TestéSana nav
vajadziga.

Uzskata par acim kairino$u. TestéSana nav
vajadziga.

Uzskata par acim korozivu. TestéSana nav
vajadziga.

Uzskata par acim korozivu. TestéSana nav
vajadziga.
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Darbiba Konstat&jums Secinajumi
4. | Izskata esosos datus par sistémisko toksicitati | Koncentracijas, kadas tiktu Kimikalija ir parak toksiska, lai ar to veiktu
pie uznemsanas dermala cela. testétas uz acim, stipri testus. TestéSana nav vajadziga.
toksiska.
!
Sadas informacijas nav vai kimikalija nav oti
toksiska
!
5. | Eksperimenta novérté adas korozijas poten- | Korozijas vai stipra Uzskata par acim korozivu. Turpmaka
cialu saskana ar 33 pielikuma B.4. nodala pare- | kairinajuma atbildreakcija. testéSana nav vajadziga.

dzéto testéanas stratégiju, ja tas nepiecieSams
arf normativiem mérkiem.

!

Kimikalijai nav korozivas vai stipri kairinoSas
ietekmes uz adu.

6. | Veic validétu(-s) un visparpienemtu(-s) in vitro | Korozijas vai stipra Uzskata par acim korozivu | stipri kairinosu,
vai ex vivo testu(-s) acim. kairinajuma atbildreakcija. ja ar veikto testu var identificét korozijas |
spéciga kairindjuma izraisitajus un kimikalija
ir testa izmantojamibas joma. Turpmaka
testéSana nav vajadziga.

Kairinjuma atbildreakcija. Uzskata par acim kairinosu, ja veikto(-s) testu
(-s) var izmantot, lai pareizi identificétu
korozijas | spéciga kairinajuma izraisitagjus un
kairinatajus, un kimikalija ir testa(-u)
izmantojamibas joma. Turpmaka testéSana
nav vajadziga.

Kairindjuma atbildreakcija Uzskata, ka acim nav kairinoSa, ja veikto(-s)

nav konstatéta. testu(-s) var izmantot, lai pareizi identificétu
kairindgjuma neizraisitajus, tos pareizi noskirtu
no kimikalijam, kuras ir kairinoSas, stipri
kairinosas vai korozivas acim, un kimikalija ir
testa izmantojamibas joma. Turpmaka
testéSana nav vajadziga.

!

Secinajumu izdariSanai nevar izmantot validetu(-s)
un visparpienemtu(-s) in vitro vai ex vivo testu(-s)

aam
7. | Veic sakotngju trusa acu in vivo testu ar vienu | Smagi acu bojajumi. Uzskata par acim korozivu. Turpmaka
dzivnieku. testéSana nav vajadziga.

Nav smagu bojajumu vai nav atbildreakcijas

|
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Darbiba Konstat&jums Secinajumi
8. | Veic apstiprinasanas testu ar vienu vai diviem | Koroziva vai kairinosa. Uzskata par acim korozivu vai kairinosu.
papildu dzivniekiem. Turpmaka testéSana nav vajadziga.
Nav koroziva vai kairinosa. Uzskata, ka nav acim koroziva vai kairinosa.
Turpmaka testéSana nav vajadziga.
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3) pielikuma B dala B.10. nodalu aizstaj ar sadu:

“B.10. Ziditaju in vitro hromosomalo aberaciju testS

IEVADS

Si testésanas metode ir ekvivalenta ESAO Testésanas vadlinijai Nr. 473 (2016). Ta ir dala no genétiskas toksiko-
logijas testeSanas metozu klasta. Ir izstradats ESAO dokuments, kas isi informé par testé$anu genétiskaja toksiko-
logija un sniedz parskatu par neseniem $is vadlinijas grozijumiem.

In vitro hromosomalo aberaciju testa merkis ir identificét kimikalijas, kas ziditaju $tanu kultdras rada strukturalas
hromosomu aberacijas (2) (3) (4). Var bat divu veidu strukturalas aberacijas — hromosomu vai hromatidu.
Hromosomalo aberaciju in vitro testos var rasties poliploidija (tostarp endoreduplikacija). Kaut ari poliploidiju var
izraisit aneigéni, poliploidija viena pati neliecina par aneigénu potencialu un var vienkarsi liecinat par $tnas cikla
perturbaciju vai citotoksicitati (5). Sis tests nav veidots ta, lai méritu aneiploidiju. Aneiploidijas detektésanai
ieteicams veikt in vitro mikrokodolu testu (6).

In vitro hromosomalo aberaciju testam var izmantot cilvéka vai grauzéja izcelsmes $tinu liniju kultiiras vai primaro
tunu kultdiras. Izmantojamas $tinas jaizvélas péc to sp&jas augt kultiira, kariotipa stabilitates (tostarp hromosomu
skaita) un hromosomu aberaciju spontana biezuma (7). Sobrid pieejamie dati nelauj sniegt konkrétus ieteikumus,
tatu dod pamatu domat, ka kimiska apdraudgjuma izvérté$ana ir svarigi nemt véra testéSanai izvéléto $unu p53
statusu, genétisko (kariotipa) stabilitati, DNS reparacijas sp&ju un izcelsmi (grauzgjs vai cilvéks). Tapéc, zinaSanam
$aja joma aizvien paplainoties, §is testéSanas metodes lietotdji tiek mudinati nemt véra, kadu ietekmi §is un citas
§tinu Tpatnibas atstaj uz $unu linijas lietderibu hromosomu aberaciju indukcijas detektésana.

Izmantotas definicijas ir sniegtas 1. papildindjuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

Ja vien 3tnas attieciba uz testéjamam kimikalijam nav metaboliski kompetentas, in vitro testos parasti jaizmanto
eksogéns metaboliskas aktivacijas avots. Eksogéna metaboliskas aktivacijas sistéma in vivo apstaklus atdarina
nepilnigi. Jaievéro piesardziba, lai izvairitos no apstakliem, kas varétu radit artefaktiski pozitivus rezultatus, t. i,
hromosomas bojajumiem, ko nerada tie$a mijiedarbiba starp testgjamam kimikalijam un hromosomam; tadi
apstakli ietver pH vai osmolalitates izmainas (8) (9) (10), mijiedarbibu ar barotnes komponentiem (11) (12) vai
parmeérigus citotoksicitates limenus (13) (14) (15) (16).

So testu izmanto, lai detektétu hromosomu aberacijas, kas varétu rasties no klastogéniem notikumiem.
Hromosomu aberacijas indukcijas analize javeic, izmantojot $inas metafazé. Tade| ir batiski, lai $tinas gan apstra-
datajas, gan neapstradatajas kultfiras sasniegtu mitozi. Attieciba uz raZotiem nanomaterialiem $o testé$anas metodi
var bt nepiecieSams ipasi pielagot, bet $aja testéSanas metodé tas nav aprakstits.

Pirms §is testéSanas metodes izmanto$anas maisijumam, lai iegtu datus kadam normativajam meérkim, jaapsver,
vai un kade] ta varétu sniegt minétajam mérkim piemérotus rezultatus. Ja pastav normativa prasiba maisjjumu
testét, tada apsvérSana nav vajadziga.
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TESTA PRINCIPS

Cilveka vai citu ziditaju izcelsmes $inu kultiras eksponé testéjamajai kimikalijai gan ar eksogénu metaboliskas
aktivacijas avotu, gan arl bez ta, ja vien nelieto $Gnas ar adekvatu metabolisko kapacitati (sk. 13. punktu).
Pienacigos ieprieksnoteiktos laika intervalos péc $anu kultiiru sakotngjas ekspozicijas testéjamajai kimikalijai tas
apstrada ar kadu metafazi apturodu kimikaliju (pieméram, kolcemidu vai kolhicinu), $tinas metafazé savac, iekraso
un mikroskopiski analiz& uz hromatidas tipa un hromosomas tipa aberacijam.

METODES APRAKSTS

Sagatavosanas

Siinas

Var izmantot dazadas $tnu linjjas (pieméram, Kinas kamja olnicu (CHO), Kinas kamja plausu V79, Kinas kamja
plausu (CHL)/IU, TK6) linijas vai primaras $tnu kultiras, tostarp cilvéku vai citu ziditaju periférisko asinu
limfocitus (7). Stinu liniju izvéle zinatniski japamato. Izmantojot primaras stinas, dzivnieku labturibas apsvérumu
dél, ja iespgams, jaapsver cilveku izcelsmes primaro $inu izmantoSana un paraugoSana javeic saskana ar
humaniem étikas principiem un noteikumiem. Cilvéka periférisko asinu limfociti jaiegiist no jauniem (aptuveni 18—
35 gadu veciem) nesmékétajiem, kuriem nav zinamu slimibu un kuri péd&a laika nav bijusi eksponéti genotok-
siskiem faktoriem (pieméram, kimikalijam, jonizéjoSajam starojumam) tada apmera, kas palielinatu hromosomu
aberaciju fona limeni. Tas nodrosinatu, ka hromosomu aberaciju fona limenis ir zems un nemainigs. Palielinoties
vecumam, hromosomu aberaciju fona limenis palielinds, un sievietém $i tendence novérojama izteiktak neka
viriesiem (17) (18). Ja izmanto §iinas no vairak neka viena donora, janorada donoru skaits. Japierada, ka $iinas kops
to apstrades sakSanas ar testéjamo kimikaliju lidz $iinu paraugosanai ir dalijusas. Sinu kultiiras uztur $tnu
eksponencialas augSanas fazé (Sinu linijas) vai stimulé dalities (limfocitu primaras kultdras), lai Stnas eksponétu
dazados $tnas cikla posmos, jo konkrétu $iinas attistibas posmu jutiba pret test§jamo kimikaliju var nebit zinama.
Primaras $Gnas, kuras daliSanas noliikos jastimulé ar mitogénam vielam, parasti vairs nesinhronizé, kamér tas
eksponé test€jamai kimikalijai (pieméram, cilvéka limfociti péc 48 stundu mitogénas stimulacijas). Kamér norit
apstrade ar testéjamo kimikaliju, izmantot sinhronizétas $finas nav ieteicams, tacu tas var biit pienemami, ja tiek
pamatots.

Barotne un kultivésanas apstakli

KultGiru uzturéSanai lieto piemérotas barotnes un ievéro atbilstodus inkubacijas apstaklus (kultivéSanas trauki,
mitrinata atmosféra ar 5 % CO, koncentraciju, ja nepieciesams, 37 °C inkubacijas temperatiira). Siinu linijam
regulari japarbauda modala hromosomu skaita stabilitate un japarliecinas, ka nav notikusi kontaminacija ar
mikoplazmu (7) (19), un $iinas nedrikst izmantot, ja konstaté mikoplazmu vai ja modalais hromosomu skaits ir
mainijies. Janosaka, kads ir testéSanas laboratorija izmantoto $tinu liniju vai primaro kultiru normalais $tnas cikla
ilgums, un tam jasakrit ar publicétajiem $Gnu raksturlielumiem (20).

Kultiiru sagatavosana

Stinu linijas: ${inas pavairo no pamatkultiirim, ko barotné uzséj tada blivuma, lai kultiiras suspensijas vai
monoslani lidz $iinu savaksanai eksponenciali augtu pieméram, jaizvairas no monoslani augosu $inu konfluences).

Limfociti: nesadalitas asinis, kas apstradatas ar antikoagulantu (piem., heparinu), vai tikai limfocitus kultivé (piem.,
48 stundas cilveka limfocitu gadjjuma) mitogéna klatbatné [piem., cilvéka limfocitu gadijuma — fitohemaglutinina
(PHA) klatbiitné], lai pirms $tinu eksponéSanas testéjamai kimikalijai inducétu to dalisanos.



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112/25

Metaboliska aktivacija

Ja izmanto $inas ar nepietickamu endogéno metabolisko kapacitati, jalieto eksogénas metaboliskas aktivacijas
sistémas. Visplasak izmantota sistéma, kuru iesaka izmantot péc nokluséuma, ja vien nav pamata izmantot citu, ir
ar kofaktoru papildinata postmitohondriala frakcija (S9) no grauzgju (parasti zurku) aknam, kas apstradatas ar
fermentus inducgjosam vielam, pieméram, Aroclor 1254 (21) (22) (23) vai fenobarbitadlu kombinacija ar f-
naftoflavonu (24) (25) (26) (27) (28) (29). Pédéja minéta kombinacija nav pretruna ar Stokholmas Konvenciju par
noturigajiem organiskajiem piesarpotajiem (30) un jauktas funkcijas oksidazu inducéana izradijusies tikpat efektiva
ka Aroclor 1254 (24) (25) (26) (28). S9 frakciju parasti izmanto koncentracija 1-2 % (tilp./tilp.), bet galigaja testa
barotné to var palielinat lidz 10 % (tilp./tilp.). Apstrades laika jaizvairas no tadu produktu izmantoSanas, kas
samazina mitotisko indeksu, jo Ipasi kalcija kompleksveidosanas produktiem (31). Eksogénas metaboliskas
aktivacijas sistémas vai metaboliska inducétaja veida un koncentracijas izvéli var ietekmét testgjamo kimikaliju
klase.

Testgjamas kimikalijas sagatavosana

Cietas test€jamas kimikalijas jasagatavo atbilstoSos $kidinatajos un, ja vajadzigs, pirms $inu apstrades jaatskaida (sk.
23. punktu). Skidras testgjamas kimikalijas var testa sistémai pievienot tiesi un/vai pirms testa sistémas apstrades
atskaidit. Gazveida vai gaistoSas test€jamas kimikalijas jatesté ar attiecigam standarta protokolu modifikacijam,
pieméram, apstradi veicot hermétiski noslégtos kultivésanas traukos (32) (33) (34). Test&jamas kimikalijas preparati
jasagatavo tie$i pirms apstrades, ja vien dati par stabilitati neliecina, ka tos var uzglabat.

Testesanas apstakli

Skidinataji

Skidinatajs jaizvélas ta, lai optimizétu testéjamas kimikalijas $kidibu, skidinatajam neatstajot negativu ietekmi uz
testa norisi — nemainot $inu augsanu, neietekméjot test§jamas kimikalijas integritati, nereaggjot ar kultiveSanas
traukiem, nepasliktinot metabolisko aktivaciju utt. Kad vien iesp&jams, vispirms jaapsver, vai neizmantot 3kidinataju
(vai barotni) uz Gidens bazes. Plasi atziti $kidinataji, pieméram, ir ddens vai dimetilsulfoksids. Parasti organiskajiem
skidinatajiem nevajadzétu parsniegt 1 % (tilp.[tilp.) un $kidinatdjiem uz adens bazes (salsidens vai tdens)
nevajadzétu parsniegt 10 % (tilp./tilp.) galigaja apstrades barotné. Ja tiek izmantoti ne tik plasi atziti $kidinataji
(piem., etanols vai acetons), to izmanto$ana japamato ar datiem, kas apliecina to saderibu ar testéjamam
kimikalijam, izmantoto testa sistému un genétiskas toksicitates neesibu izmantotaja koncentracija. Ja to apliecino$u

nerada nekadu kaitigu vai klastogénu ietekmi.

Siinu savairo§ands un citotoksicitates merisana un apstrades koncentraciju izvele

Nosakot augstako testéjamas kimikalijas koncentraciju, neizvelas koncentracijas, kas spgj radit artefaktiski pozitivas
atbildreakcijas, pieméram, tadas koncentracijas, kas izraisa parmérigu citotoksicitati (sk. 22. punktu), nogulsnes
barotné (sk. 23. punktu) vai manami izmaina pH vai osmolalitati (sk. 5. punktu). Ja testéjama kimikalija pievie-
nosanas bridi ievérojami izmaina barotnes pH, pH var korigét, galigaja apstrades barotné pievienojot buferskidumu,
lai izvairitos no artefaktiski pozitiviem rezultatiem un saglabatu pienacigus kultivésanas apstaklus.

Lai nodrosinatu, ka pietiekams skaits apstradato $tnu testa laika ir sasnieguSas mitozi un ka apstrade tiek veikta
attieciga citotoksicitates limeni (sk. 18. un 22. punktu), méra $inu savairosanos. Citotoksicitati nosaka galvenaja
eksperimenta ar metabolisko aktivaciju un bez tas, izmantojot piemérotus $inu naves un augSanas raditajus. Kaut
arl citotoksicitates izvértéSana sakotnéja testa var palidzét sekmigak noteikt galvenaja eksperimenta izmantojamas
koncentracijas, sakotngjais tests nav javeic obligati. Ja to veic, tas nedrikst aizstat citotoksicitates mérjjumu galvenaja
eksperimenta.
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Piemérotas metodes citotoksicitates novértéSanai citogenétiskajos testos ir populacijas relativa dubultosanas jeb
divkarSosanas (RPD) vai $uinu skaita relativais pieaugums (RICC) (13) (15) (35) (36) (55) (sk. formulas 2. papildi-
najuma). Ja apstrade norit ilgi un paraugoSanas laiki péc apstrades sakuma vairak neka 1,5 reizes parsniedz
normalo $iinas cikla garumu (t. i, kopuma parsniedz 3 $tnas ciklu garumu), RPD var citotoksicitati novertét parak
zemu (37). Tados apstaklos piemérotaks raditajs varétu bat RICC vai, ja izmanto RPD, noderigu aplési sniegtu
citotoksicitates izvértésana péc 1,5 normaliem $iinas cikliem.

Attieciba uz limfocitiem primarajas kultfiras, kaut ari mitotiskais indekss (MI) ir citotoksiskas/citostatiskas ietekmes
raditajs, tas ir atkarigs no laika, kas pagajis péc apstrades, no izmantotd mitogéna un iesp&amiem $inas cikla
traucgjumiem. Tomér MI ir piepemams, jo citu citotoksicitaites mérjjumu veik§ana var bat apgritinosa un
nepraktiska un tie var nebiit piemérojami limfocitu mérkpopulacijai, kas aug, reaggjot uz PHA stimulaciju.

Kaut ari ieteicamie citotoksicitates parametri $tinu linijam ir RICC un RPD, bet limfocitu primarajam kultoram —
M, lietderigu papildinformaciju var sniegt ari citi raditaji (piem., $inu integritate, apoptoze, nekroze, $tnas cikls).

Jaizverte vismaz tris testéjamas koncentracijas (neietverot 3kidinataju un pozitivas kontroles), kas atbilst
pienemamibas kriterijiem (pienaciga citotoksicitate, $tinu skaits u. c.). Neatkarigi no $tnu veidiem (Stnu linijas vai
limfocitu primaras kultiiras) katra no testétajam koncentracijam drikst izmantot vienu vai vairakas (replikati)
apstradatas kulttiras. Kaut ari ieteicams izmantot duplikativas kultiras, ir piepemami izmantot ari vienu kultaru, ja
vien gan vienas kultdras, gan duplikativo kultGru gadijuma tiek novértéts tads pats kopgjais Stinu skaits. Vienas
kultiiras izmantosana ir ipasi aktuala, ja verté vairak neka 3 koncentracijas (sk. 31. punktu). Rezultatus, kas pie
konkrétas koncentracijas iegfiti no neatkarigam replikatkultiram, datu analizei var apkopot (38). Attieciba uz
test¢jamam kimikalijam, kas uzrada nelielu citotoksicitati vai nav citotoksiskas, parasti pieméroti ir koncentracijas
intervali ar koeficientu aptuveni no 2 lidz 3. Citotoksicitates ra§anas gadijuma izraudzitajam testéamam koncen-
tracijam jaaptver gan tas, kuras rada citotoksicitati, ka aprakstits 22. punkta, gan koncentracijas, kuras rada vidéju
un nelielu citotoksicitati vai to nerada vispar. Daudzam testéjamajam kimikalijam ir novérojama stava koncen-
tracijas—atbildreakcijas likne un, lai iegfitu datus pie zemas un mérenas citotoksicitates vai siki izpétitu devas—
atbildreakcijas sakaribu, biis jaizmanto savstarpéji tuvak esosas koncentracijas un/vai vairak neka tris koncentracijas
(viena kultiira vai replikati), jo ipasi situacijas, kad eksperiments ir jaatkarto (sk. 47. punktu).

Ja maksimala koncentracija ir balstita uz citotoksicitati, ar augstako koncentraciju jacensas panakt 55 + 5 % citotok-
sicitati, izmantojot ieteiktos citotoksicitates parametrus (t. i, RICC un RPD samazinjumu $inas linijam un MI
samazinajumu limfocitu primarajam kultiram lidz 45¢ 5 % no paralélas negativas kontroles). Interpretgjot
pozitivos rezultatus, kas atrodami vienigi §a 55 £ 5 % citotoksicitates diapazona augsgala (13), jaievéro piesardziba.

Mazskistosam testgjamam kimikalijam, kuras nav citotoksiskas pie koncentracijam, kas zemakas par zemako
piesatinata $kiduma koncentraciju, pie augstakas analizétas koncentracijas péc apstrades ar testéjamo kimikaliju
jarodas ar neapbrunotu aci vai ar invertéto mikroskopu redzamai dulkainibai vai nogulsném. Pat ja iegtta citotoksi-
citate novérojama pie koncentracijas, ka augstaka par zemako piesatinata skiduma koncentraciju, ieteicams testét
tikai vienu koncentraciju, kas rada acim redzamu dulkainibu vai nogulsnes, jo nogulsnes var artefaktiski ietekmét
rezultatus. Pie koncentracijas, kas rada nogulsnes, ipasi jacenSas nodrosinat, lai nogulsnes netraucétu testa norisi
(piem., iekraso$anu vai novértésanu). Pirms eksperimenta var biit lietderigi noteikt $kidibu barotne.

Ja netiek novérotas nogulsnes vai ierobeZojosa citotoksicitate, visaugstakajai testa koncentracijai jaatbilst 10 mM,
2 mg/ml vai 2 pl/ml atkariba no ta, kura ir zemaka (39) (40) (41). Ja test€jamajai kimikalijai nav noteikta sastava,
piem., ta ir viela, kuras sastavs nav zinams vai ir mainigs, kura ir kompleksi reakcijas produkti vai biologisks
materials (UVCB) (42), no vides ekstrahéts produkts u. c., lai palielinatu katra komponenta koncentraciju, visaug-
stakajai koncentracijai, iesp&jams, vajadzés but vél lielakai (piem., 5 mg/ml), ja nav pietickamas citotoksicitates.
Tomeér japiebilst, ka attieciba uz cilvéku zalém §is prasibas var bat citadas (43).
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Kontroles

Paralélas negativas kontroles (sk. 15. punktu) — $kidinataju apstrades barotné — ieklauj par katru $inu ievaksanas
reizi, un ar tam rikojas tiesi tapat ka ar apstrades kultaram.

Paralélas pozitivas kontroles ir nepiecieSamas, lai pieraditu laboratorijas spéju identificét klastogénus izmantota
testa protokola apstaklos un attieciga gadijuma eksogénas metaboliskas aktivacijas sistémas efektivitati. Pozitivo
kontrolu piemeéri ir sniegti talak 1. tabula. Pamatotos gadijumos var izmantot alternativas pozitivas kontroles
kimikalijas. Ta ka ziditaju $tnu genétiskas toksicitates in vitro testi ir pietiekami standartizeti, pozitivas kontroles var
izmantot vien attieciba uz klastogénu, kam nepiecieSama metaboliska aktivacija. Ja vien tas tiek veikts paraleli ar
testu bez aktivacijas un apstrades ilgums ir vienads, 1 viena pozitivas kontroles atbildreakcija pierada gan
metaboliskas aktivacijas sistémas darbibu, gan testa sistémas reagétspéju. Tacu attieciba uz ilgtermina apstradi (bez
$9) janodrosina atseviskas pozitivas kontroles, jo apstrades ilgums atskirsies no testa, kura izmantota metaboliska
aktivacija. Katra pozitiva kontrole jaizmanto pie vienas vai vairakam koncentracijam, ar kuram paredzéts radit
reproducéjamus un detektgjamus pieaugumus virs fona limena, lai paraditu testa sistémas jutibu (t. i., ietekme ir
skaidri redzama, tacu nolasitajs nevar uzreiz atklat kodéto priek§metstiklinu identitati), un atbildreakciju nedrikst
traucet testéSanas metodé noteikto citotoksicitates robezu parsniegumi.

1. tabula

Standartkimikalijas, kuras ieteicams izmantot laboratorijas kompetences novértésana un pozitivo kontrolu
atlasé

Kategorija Kimikalija CAS Nr.

1. Klastogéni, kuriem metaboliska aktivacija nav vajadziga

Metilmetansulfonats 66-27-3
Mitomicins C 50-07-7
4-4-nitrohinolin-N-oksids 56-57-5
Citozinarabinozids 147-94-4

2. Klastogéni, kam metaboliska aktivacija ir vajadziga

Benz(a)piréns 50-32-8

Ciklofosfamids 50-18-0

PROCEDURA

Apstrade ar testéjamo kimikaliju

Siinas, kas vairojas, apstrada ar testgjamo kimikaliju gan piemérotas metabolisma aktivacijas sistémas klatbiitng, gan
bez tas.
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Kultiiru ievaksanas laiks

Lai veiktu pilnigu izvértéSanu, kas biitu vajadziga, lai secinatu, ka rezultats ir negativs, jaizpilda visi tris turpmak
noraditie eksperimentalie nosacfjumi, veicot istermina apstradi gan ar metabolisko aktivaciju, gan bez tas un
ilgtermina apstradi bez metaboliskas aktivacijas (sk. 43., 44. un 45. punktu):

— Sunas 3-6 stundas eksponé test&jamai kimikalijai bez metaboliskas aktivacijas, un paraugosanu veic tad, kad
kops apstrades sakuma apritgjusi aptuveni 1,5 normali $tinas cikli (18),

— 3$inas 3-6 stundas eksponé testéjamai kimikalijai ar metabolisko aktivaciju, un paraugo$anu veic tad, kad kops
apstrades sakuma aprit&jusi aptuveni 1,5 normali $tnas cikli (18),

— S$inas nepartraukti eksponé bez metaboliskas aktivacijas lidz paraugosanai, ko veic tad, kad apritéjusi aptuveni
1,5 normali $tinas cikli. Dazas kimikalijas (pieméram, nukleozidu analogi) var but vieglak detektgjamas, ja
apstrades/paraugosanas laiks parsniedz 1,5 normalos $iinas ciklus (24).

Gadijumos, kad kads no ieprieks noraditajiem eksperimentalajiem nosacijumiem rada pozitivu atbildreakciju, nav
vajadzibas veikt pétijumus ar pargjiem apstrades reZimiem.

Hromosomu sagatavoSana

Stinu kultiiras 1-3 stundas pirms ievaksanas apstrada ar kolcemidu vai kolhicinu. Hromosomu sagatavosanai
paredzétas $inu kultdras ievac un apstrada katru atseviski. Hromosomu sagatavo$ana ietver $tnu hipotonisku
apstradi, fiksaciju un iekrasosanu. Monoslana kultiiras 3—-6 stundu apstrades beigas var bt mitotiskas $tinas (ko var
atpazit péc ta, ka tas ir apalas un atdalas no virsmas). Ta ka mitotiskas Stinas viegli atdalas, tas var tikt nejausi
aizvaktas kopa ar testgjamo kimikaliju saturoSo barotni. Ja konstaté mitotisko $tinu skaita batisku pieaugumu
salidzinajuma ar kontrolém, kas norada uz ticamu mitozes apstaju [mitotic arrest], $is $inas centrifuggjot jasavac un
jaievieto atpakal kultfiras, lai izvairitos no mitozes fazes un hromosomu aberacijas riska $iinu zuduma ievaksanas
laika.

Analize

Visi prieksmetstiklini, ari pozitivas un negativas kontroles priek$metstiklini pirms mikroskopiskas analizes, kura
konstaté hromosomu aberacijas, neatkarigi jakodé. Ta ka fiksacijas procediira biezi rodas metafazes $tnas, kas
zaud&jusas hromosomas, centroméru skaitam novertétajas $inas jabat vienadam ar modalo skaitu +/- 2.

Lai secinatu, ka test€jama kimikalija ir viennozimigi negativa, pie katras koncentracijas un katra kontrolé janovérté
vismaz 300 labi izkliedétu $tnu metafazé (sk. 45. punktu). Gadijumos, kad tiek izmantotas replikatkultiras,
300 $uanam jabat lidzigi sadalitam pa replikatiem. Ja uz katru koncentraciju tiek izmantota viena kultira (sk.
21. punktu), Saja viena kultiira janovérté vismaz 300 labi izkliedétu $anu metafazé. 300 $Gnu novérté$ana uzlabo
testa statistisko jaudu, turklat tad retak novérojamas nulles vértibas (paredzams, ka tikai 5 %) (44). Novértg§jamo
metafazes $inu skaitu var samazinat, ja tiek novérots liels skaits $tinu ar hromosomu aberacijam un testéjama
kimikalija tiek uzskatita par viennozimigi pozitivu.

Javeérté $nas ar strukturalu(-am) hromosomu aberaciju(-am), ieskaitot un neieskaitot partraukumus. Parravumi un
partraukumi ir definéti 1. papildindjuma saskana ar (45) (46). Hromatidas tipa un hromosomas tipa aberacijas
jaregistre atseviski un jaklasificé apakstipos (parravumi, apmainas). Laboratorija izmantotajam procediiram
janodrogina, ka hromosomu aberaciju analizi veic apmaciti vértétaji un attieciga gadijuma to profesionalizverté.
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Kaut ari testa mérkis ir detektét hromosomu strukturalas aberacijas, ir jaregistré poliploidijas un endoreduplikacijas
biezums, ja §is paradibas tiek novérotas. (Sk. 2. punktu.)

Laboratorijas kompetence

Lai pirms testa regularas izmantosanas pieraditu, ka laboratorijai ir pietickama pieredze ar $o testu, laboratorijai
javeic virkne eksperimentu ar pozitivas kontroles standartkimikalijam, kuram ir dazadi iedarbibas mehanismi, un
dazadim negativam kontrolém (izmantojot dazadus skidinatajus/nesgjus). So pozitivo un negativo kontrolu
atbildreakcijam jaatbilst literattrai. Tas neattiecas uz laboratorijam, kuram ir pieredze, t. i, kuru riciba ir vésturisko
datu baze, kas aprakstita 37. punkta.

Lai pieraditu kompetenci detektét klastogéniskas kimikalijas un noteiktu metaboliskas aktivacijas sistémas
efektivitati, pozitivas kontroles kimikaliju izlase (sk. 1. tabulu 26. punkta) japéta ar isam un garam apstradém bez
metaboliskas aktivacijas un ar Isu apstradi ar metabolisko aktivaciju. Atlasito kimikaliju koncentraciju klasts
jaizvélas ta, lai raditu reproducgjamus un ar koncentracijam saistitus pieaugumus virs fona limena un paraditu testa
sistémas jutibu un dinamisko diapazonu.

Dati par vésturiskajam kontroléem

Laboratorija janosaka:

— vésturisko pozitivo kontrolu diapazons un sadalijums,

— veésturisko negativo (neapstradato, skidinataja) kontrolu diapazons un sadaljjums.

Pirmoreiz iegtistot datus par vésturisko negativo kontroJu sadalijumu, paralélajam negativajam kontrolém jaatbilst
publicétajiem datiem par kontrolem, ja tadi ir. KontroJu sadaljjumam tiekot papildinatam ar arvien lielaku
daudzumu eksperimentalo datu, paralélajam negativajam kontrolém ideala gadjjuma jabat 95 % minéta sadalfjuma
kontroles robezas (44) (47). Laboratorijas vésturisko negativo kontrolu datu baze sakotngji javeido ar vismaz
10 eksperimentiem, bet vélams, lai ta sastavétu no vismaz 20 eksperimentiem, kas veikti salidzinamos
eksperimenta apstaklos. Lai noteiktu laboratorijas pozitivo un negativo kontrolu datu variabilitati un paraditu, ka
laboratorija $§1 metodologija “tick kontroléta” (44), laboratorijam jaizmanto kvalitates kontroles metodes, piem.,
kontroldiagrammas (piem., C diagrammas vai X joslu diagrammas (48)). Papildu ieteikumi par vesturisko datu
izveidi un izmanto$anu (t. i, kritériji datu ieklausanai vésturiskajos datos un izslégsanai no tiem un konkréta

eksperimenta pienemamibas kritériji) atrodami literattira (47).

Jebkadas izmainas eksperimenta protokola jaapsver, nemot véra to atbilstibu laboratorijas eso$ajai vésturisko
kontrolu datubazei. Jebkadu bitisku neatbilstibu gadijuma javeido jauna vésturisko kontrolu datubaze.

Negativo kontrolu datos jaietver informacija par to, cik biezi vienigaja kulttira vai visas replikatkultaras kopa
sastopamas $tnas ar hromosomu aberacijam, ka aprakstits 21. punkta. Paralélajam negativajam kontrolém ideala
gadijuma jabiit 95 % laboratorijas vésturiskas negativo kontrolu datu bazes sadalijuma kontroles robezas (44) (47).
Ja dati no paral€lajam negativajam kontrolém neietilpst 95 % kontroles robezas, tie var bit pienemami ieklausanai
vésturisko kontrolu sadalijuma, ja vien Sie dati nav parmeérigi anomalas vértibas un ir pieradijumi, ka testa sistéma
“tiek kontroléta” (skatit 37. punktu) un ka nav pielautas tehniskas vai cilvéka kladas.
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DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Rezultatu izklasts

Jaizverte $tnu ar strukturalu(-am) hromosomu aberaciju(-am) ipatsvars. Hromatidas tipa un hromosomas tipa
aberacijas, kas klasificétas péc apakstipa (parravumi, apmainas) jauzskaita atseviski, noradot to skaitu un bieZumu
eksperimenta un kontrolkultiras. Partraukumus uzskaita un norada atseviski, bet kopéa aberaciju biezuma
neieklauj. Zino par poliploidijas un/vai endoreduplicétu $tinu Ipatsvaru, ja tadas tiek novérotas.

Registré paraléli veiktos citotoksicitates mérjjumus visas apstradatajas kultiiras, negativajas un pozitivajas kontrol-
kultiiras galvenaja(-os) aberaciju noteikSanas eksperimenta(-os).

Norada datus par atseviskam kultaram. Turklat visus datus apkopo tabulas veida.

Pienemamibas kritériji
Testa pienemsanas pamata ir $adi kritériji:

— paraléla negativa kontrole tiek uzskatita par pienemamu ieklausanai laboratorijas vésturisko negativo kontrolu
datubazg, ka aprakstits 39. punkta,

— paralélas pozitivas kontroles (sk. 26. punktu) inducé atbildreakcijas, kas atbilst tam, kuras generétas vésturisko
pozitivo kontrolu datubazé ieklautajas kontrolés, un izsaka statistiski ievérojamu pieaugumu salidzinajuma ar
paralélo negativo kontroli,

— skidinataja kontrol€ ir izpilditi $iinu savairoSanas kritériji (17. un 18. punkts),

— ir testéti visi tris eksperimentdlie nosacfjumi, ja vien vienam no tiem nav bijis pozitivs rezultats (sk.
28. punktu),

— analizéjams ir bijis pietiekams $tinu un koncentraciju skaits (31. un 21. punkts),

— maksimalas koncentracijas izvéles kritériji atbilst 22., 23. un 24. punkta aprakstitajiem kritérijiem.

Rezultatu izvértéSana un interpretésana

Ja ir izpilditi visi pienemamibas kritériji, testéjamo kimikaliju uzskata par viennozimigi pozitivu, ja kada no izvérte-
tajiem eksperimentalajiem nosacjjumiem (sk. 28. punktu):

a) vismaz vienai no testa koncentracijam salidzindgjuma ar paralélo negativo kontroli novérojams statistiski
nozimigs palielinajums,

b) minéto palielinajumu izvértjot ar atbilstosu trenda testu, konstatgjams, ka tas saistits ar devu,

¢) kadi rezultati ir arpus vésturisko negativo kontrolu datu sadalijuma (piem., 95 % kontroles robezam péc
Puasona sadalijuma; sk. 39. punktu).

Ja visi Sie kritériji ir izpilditi, testéjamo kimikaliju uzskata par spgjigu Saja testa sistéma inducét hromosomas
aberacijas kultivétajas ziditaju $unas. leteikumi par piemérotakajam statistiskajam metodém atrodami literattra (49)
(50) (51).

Ja ir izpilditi visi pienemamibas kritériji, test§jamo kimikaliju uzskata par viennozimigi negativu, ja visos
izvértétajos eksperimentalajos nosacijumos (sk. 28. punktu):

a) nevienai no testa koncentracijam salidzinajuma ar paralélo negativo kontroli nav novérojams statistiski nozimigs
palielinajums,
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b) ar atbilstosu trenda testu nav konstatéjams ar koncentraciju saistits palielinajums,

c) visi rezultati atrodas veésturisko negativo kontrolu datu sadaljjuma robeZzas (piem., 95 % kontroles robezas péc
Puasona sadalijuma; sk. 39. punktu).

Testéjamo kimikaliju 3aja testa sistéma tad uzskata par nespéjigu inducét hromosomas aberacijas kultivétas ziditaju
Stinas.

Nav prasibas viennozimigi pozitivu vai negativu atbildreakciju verificét.

Ja atbildreakcija nav ne viennozimigi negativa, ne viennozimigi pozitiva, ka aprakstits ieprieks, vai lai palidzétu
noteikt rezultata biologisko relevantumu, Sie dati janovérté ekspertam unfvai javeic sikaka izskatiSana. Var bit
lietderigi novértét papildu Stnas (attieciga gadijuma) vai veikt atkartotu eksperimentu, iespgjams, izmantojot
mainitus eksperimenta apstaklus (piem., atstatumus starp koncentracijam, citus metaboliskas aktivacijas apstaklus
(t. i., S9 koncentraciju vai S9 izcelsmi)).

Retos gadijumos pat péc sikakas izskatiSanas datu kopums nelauj secinat, ka testéjama kimikalija rada pozitivus vai
negativus rezultatus, un tad uzskata, ka atbildreakcija uz testéjamo kimikaliju nav skaidra.

Poliploido $tinu skaita palielina$anas var noradit uz to, ka testgjama kimikalija, iespé&jams, inhibé mitotiskos
procesus un izraisa skaitliskas hromosomu aberacijas (52). Siinu ar endoreduplicétam hromosomam skaita palieli-
nasanas var noradit uz to, ka test€jamai kimikalijai, iesp&jams, piemit potencials inhibét stnas cikla norisi (53) (54)
(sk. 2. punktu). Tapéc atseviski jaregistré poliploido $tinu un $tinu ar endoreduplicétam hromosomam sastopamiba.

TestéSanas parskats

Testé$anas parskata jaieklauj talak noradita informacija.

Testejama kimikalija:

— avots, sérijas numurs, izmantoSanas termins, ja pieejams,

— pasas testgjamas kimikalijas stabilitate, ja ta zinama,

— testéjamas kimikalijas $kidiba un stabilitate $kidinataja, ja ta zinama,

— pH, osmolalitates un nogul$nu mérfjums barotné, kura testéjama kimikalija tika pievienota (attieciga gadjjuma).
Vienkomponenta viela:

— fiziskais izskats, $kidiba fideni un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas,

— Kkimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai InChl kods, struktiir-
formula, tiriba, attieciga gadijuma, ja tas ir praktiski iesp&jams, piemaisijumu kimiska identitate u. c.

Daudzkomponentu viela, UVCB un maisijumi:

— ciktal iesp€jams, raksturoti ar sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks), kvantitativo saturu un relevantajam
fizikalkimiskajam ipasibam.

Skidinatas:
— $kidinataja izvéles pamatojums;

— janorada ari $kidinataja ipatsvars galigaja barotné.
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Siinas:

— $unu tips un avots,

— izmantoto $Gnu kariotipa Tpatnibas un piemérotiba,

— $inu linjjam — mikoplazmas neesiba,

— $unu linjjam — informacija par $anas cikla garumu, dubultosanas laiks vai proliferacijas indekss,

— asins donoru dzimums, vecums un visa relevanta informacija par donoru, nesadalitas asinis vai atdaliti limfociti,
izmantotais mitogens,

— $unu linijam — ja pieejams, pasazu jeb parsgjumu skaits,

— $inu linjjam — $tnu kultiru uzturéSanas metodes,

— $tnu linjjam — modalais hromosomu skaits.

TesteSanas apstakli:

— metafazes apturéSanai izmantojamas kimikalijas identitate, tas koncentracija un $anu ekspozicijas ilgums,

— testéjamas kimikalijas koncentracija, izteikta ka galiga koncentracija barotné (piem., barotnes g vai mg/mL vai
mM),

— koncentraciju izvéles un kulttiru skaita izvéles pamatojums, piem., dati par citotoksicitati un $kidibas robezam,
— barotnes sastavs, attieciga gadijuma CO, koncentracija, mitruma limenis,

— inkubacijas temperatiira,

— inkubacijas laiks,

— apstrades ilgums,

— $inu ievaksanas laiks péc apstrades,

— attieciga gadijuma $tnu blivums uzsé$anas laika,

— metaboliskas aktivacijas sistémas veids un sastavs (S9 avots, S9 maisijuma sagatavo$anas metode, S9 maisfjuma
koncentracija vai tilpums un S9 koncentracija vai tilpums galigaja barotng, S9 kvalitates kontroles),

— pozitivas un negativas kontroles kimikalijas, galigas koncentracijas katram no apstrades apstakliem,
— priek$metstiklinu sagatavosanas metodes un izmantotais $tinu iekraso$anas panémiens,

— testu pienemamibas kritériji,

— aberaciju novértésanas kritériji,

— analizéto metafazes $tnu skaits,

— citotoksicitates mérisanas metodes,

— jebkada papildu informacija, kas attiecas uz citotoksicitati un izmantoto metodi,

— kritériji, péc kuriem noverté, vai pétijuma rezultats ir pozitivs, negativs vai neskaidrs,

— pH, osmolalitates un nogul$nu noteikSanai izmantotas metodes.
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Rezultati:

— apstradato $tnu skaits un ievakto $iinu skaits katrai kultarai, ja tiek izmantotas $anu linijas,

— citotoksicitates raditaji, piem., RPD, RICC, M], citi novérojumi, ja tadi ir,

— $unu linjjam — informacija par $unas cikla garumu, dubultosanas laiks vai proliferacijas indekss,
— noguldnu pazimes un noteikSanas laiks,

— aberaciju, tostarp partraukumu, definicija,

— novértéto $inu skaits, $inu ar hromosomu aberacijam skaits un hromosomu aberaciju veids, kas noradits
atseviski par katru apstradato kultiru un kontrolkultiiru, ar partraukumiem un bez tiem,

— ploiditates izmainas (poliploidas $iinas un $iinas ar endoreduplicétam hromosomam norada atseviski), ja tadas
noverotas,

— ja iesp&jams, koncentracijas—atbildreakcijas sakariba,

— paral€lo negativo ($kidinatdjs) un pozitivo kontrolu dati (koncentracijas un skidinataji),

— vesturisko negativo (3kidinataja) un pozitivo kontrolu dati, diapazoni, vidéjas vértibas un standartnovirzes, 95 %
sadalijuma kontroles robezas, ka ari datu skaits,

— statistiska analize, p-vértibas, ja tadas ir.
Rezultatu iztirzajums.

Secingjumi.
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1. papildinajums

DEFINICIJAS

Aneiploidija: novirze no normala diploida (vai haploida) hromosomu skaita par vienu vai vairakam atseviskam
hromosomam, bet ne par veselu hromosomu komplektu vai komplektiem (poliploidija).

Apoptoze: programmeéta $inu nave, ko raksturo virkne posmu, kuros $inas sabriik membranas ieslégtas dalinas,
kas péc tam tiek iznicinatas fagocitoze vai izvaditas.

Siinu savairo$anas: $inu skaita pieaugums $tinu mitotiskas daliSanas rezultata.
Kimikalija: viela vai maisjjums.

Hromatidas parravums: vienas hromatidas partrikums, kurd vienas hromatidas dalas ir acimredzami nobiditas
viena no otras.

Hromatidas partraukums: vienas hromatidas rajons, kas neiekrasojas (ahromatisks bojajums), kurad hromatidas
dalas ir nobiditas minimali.

Hromatidas tipa aberacija: strukturdls hromosomas bojajums, kas izpauzas ka atseviskas hromatidas parravums
vai hromatidu parravums un savienosanas.

Hromosomas tipa aberacija: strukturdls hromosomas bojdjums, kas izpauzas ka abu hromatidu parravums vai
parravums un savienoSanas viena un taja pasa vieta.

Klastogéns: jebkura kimikalija, kas izraisa strukturalas hromosomas tipa aberacijas $iinu vai eikariotu populacijas.
Koncentracijas: testéjamas kimikalijas galigas koncentracijas barotné.

Citotoksicitate: 3aja testéSanas metodé ietvertajiem testiem, kuros izmanto $inu linijas, citotoksicitate ir
apstradato $tnu populacijas relativas dubulto$anas raditdgja (RPD) vai $tnu skaita relativa pieauguma (RICC)
samazindjums salidzinajuma ar negativo kontroli (sk. 17. punktu un 2. papildingjumu). Saja testéSanas metodé
ietvertajiem testiem, kuros izmanto limfocitu primaras kulttiras, citotoksicitate ir apstradato $tinu mitotiska indeksa
(MI) samazindjums salidzinajuma ar negativo kontroli (sk. 18. punktu un 2. papildinajumu).

Endoreduplikacija: process, kura péc DNS replikacijas S perioda nevis notiek $iinas kodola mitoze, bet sakas jauns
S periods. Ta izveidojas hromosomas ar 4, 8, 16... hromatidam.

Genotoksisks: visparigs termins, kas aptver visu veidu bojajumus DNS vai hromosomas, tostarp parravumus,
delécijas, aduktus, nukleotidu modifikacijas un saiknes, parkartojumus, génu mutacijas, hromosomu aberacijas un
aneiploidiju. Ne visas genotoksiskas ietekmes rada mutacijas vai pastavigus hromosomu bojajumus.

Mitotiskais indekss (MI): metafazé eso$o $tnu skaita attieciba pret $tinu kopéjo skaitu $finu populacija; raksturo
$tinu savairosanas pakapi $aja populacija.

Mitoze: siinas kodola daliSanas process, kuru parasti sikak iedala $adas stadijas: profaze, prometafaze, metafaze,
anafaze un telofaze.

Mutagens: faktors, kas izraisa parmantojamas DNS bazu paru sekvences vai sekvencu izmainas génos vai
hromosomu struktfira (hromosomu aberacijas).

Hromosomu skaita aberacija: testam izmantojamajam $tinam raksturiga parasta hromosomu skaita izmainas.

Poliploidija: tada hromosomu skaita aberacija $iinas vai organismos, kas skar veselu(-s) hromosomu komplektu(-s)
(pretstata aneiploidijai, kas skar vienu vai vairakas atseviskas hromosomas).
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p53 statuss: p53 proteins ir iesaistits $iinas cikla reguléSana, apoptozé un DNS reparicija. Stinam, kuram
funkcionala p53 proteina nav un kuras tapéc nespégj, reagéjot uz DNS bojajumiem, apturét $tinas ciklu vai likvidét
bojatas stinas ar apoptozi vai citiem panémieniem (piem., inducgjot DNS reparaciju), kas saistiti ar p53 funkcijam,
teorétiski vajadzétu bat uznémigakam pret génu mutacijam vai hromosomu aberacijam.

Siinu skaita relativais pieaugums (RICC): $inu skaita palielinasanas kimikalijai eksponétas kultdiras attieciba pret
to skaita palielinasanos neapstradatas kultiiras, izteikta procentos.

Populicijas relativa dubultosanas (RPD): populacijas dubultosanos skaita palielina§anas kimikalijai eksponétas
kultiiras attieciba pret to skaita palielina§anos neapstradatas kultiiras, izteikta procentos.

S9 aknu frakcija: aknu homogenata supernatants péc 9 000 g centrifugéSanas, t. i, jélu aknu ekstrakts.
S9 maisjjums: S9 aknu frakcijas un metabolisko fermentu darbibai nepiecieSsamo kofaktoru maisijums.

Skidinataja kontrole: visparigs termins to kontrolkultiru apzimésanai, kuras sanem vienigi testgjamas kimikalijas

Strukturala abericija: hromosomas struktiiras izmainas, kas detektgjamas, ar mikroskopu apskatot $iinas to
daliSanas metafaze, un kas izpauzas ka delécijas un fragmentacija, intrahromosomiskas modifikacijas [intrachanges]
vai interhromosomiskas modifikacijas [interchanges].

Testéjama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko testé ar 3o testéSanas metodi.

Neapstradatas kontroles: kultiiras, kuras neapstrada (t. i, ne ar testéjamo kimikaliju, ne ar $kidinataju), bet ar
kuram paraleli izdara tadas pasas manipulacijas ka ar kulttiram, kuras apstrada ar testéjamo kimikaliju.
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2. papildinajums
FORMULAS CITOTOKSICITATES NOVERTESANAI

Mitotiskais indekss (MI):

MI(%) = E\./Iij[otisku 'st_'lnuv ﬁkaits %100
Kopgjais saskaitito $unu skaits

ieteicams lietot $iinu skaita relativa pieauguma (RICC) vai populacijas relativas dubultosanas (RPD) raditajus,
jo tie abi nem véra to $iinu populacijas dalu, kura ir daljjusies.

RICC(%) — ( Stinu skaita palielindjums apstradatajas kultiiras(beigu sk. - sakumsk.))

< 100
( Stinu skaita palielindjums kontrolkultiiras(beigu sk. - sakumsk.)) %

(Populacijas dubultosanas apstradatas kultiiras:reizu sk.)
RPD (%) = — —— ——— x 100
(Populacijas dubultosanas kontrolkultaras:reizu sk.)

kur:

Populicijas dubultosanas = [log (Sinu skaits péc apstrades + $inu skaits sakuma)] + log 2

Pieméram, RICC vai RPD 53 % apméra norada uz 47 % citotoksicitati/citostazi, un 55 % ar MI izmérita citotoksi-
citate/citostaze nozimé, ka faktiskais MI ir 45 % kontroles.

Jebkura gadjjuma $unu skaits pirms apstrades jaizméra, un apstradatajas kultiiras un negativas kontroles kultiiras
tam jabat vienadam.

Kaut ari iepriek§ par citotoksicitates parametru ticis izmantots RCC (t. i, $tinu skaits apstradatajas kultras/$tinu
skaits kontrolkultiiras), to izmantot vairs nav ieteicams, jo tas var citotoksicitati novértét parak zemu.

Negativas kontroles kultiiras populacijas dubultojumam jabit savietojamam ar prasibu péc apstrades $inu
paraugo$anu veikt tad, kad aprit&jusi aptuveni 1,5 normali $iinas cikli, un mitotiskajam indeksam jabiit pietiekami
augstakam, lai iegiitu pietickamu mitozé esosu $nu skaitu un drosi aprekinatu 50 % samazinajumu.;”

4) pielikuma B dala B.11. nodalu aizst3j ar $adu:

“B.11. Ziditaju kaulu smadzenu hromosomu abericijas tests

IEVADS

Si testéSanas metode ir ekvivalenta ESAO Testésanas vadlinijai Nr. 475 (2016). Ta ir dala no genétiskas toksiko-
logijas testéSanas metozu klasta. Ir izstradats ESAO dokuments, kas isi informé par testéSanu genétiskaja toksiko-
logija un sniedz parskatu par neseniem $is vadlinijas grozjjumiem.

Ziditaju kaulu smadzenu hromosomu aberacijas in vivo tests genotoksicitates noveértésana ir Ipasi svarigs, jo, kaut
arl tie var atskirties atkariba no sugas, in vivo metabolisma, farmakokinétikas un DNS reparacijas procesu faktori ir
aktivi un sekmé atbildreakcijas rasanos. In vivo testu var izmantot arl tam, lai sikak izpétitu in vitro sistéma
detektetu genotoksicitati.
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Ziditaju hromosomu aberacijas in vivo testu izmanto tadu strukturdlu hromosomu aberdciju noteik3anai, ko
test§jamas kimikalijas izraisa dzivnieku, parasti grauzgju, kaulu smadzenu $tnas (2) (3) (4) (5). Ir iesp&jamas divu
veidu strukturalas hromosomu aberacijas — hromosomu vai hromatidu. Kaut arl lielaka dala genotoksisko
kimikaliju izraisa hromatidas tipa aberacijas, tomér rodas ari hromosomas tipa aberacijas. Hromosomu bojajumi un
ar tam saistitie notikumi ir daudzu cilvéka genétisko slimibu célonis, turklat ir véra nemami pieradijumi, ka
gadjjumos, kad $ie bojajumi un ar tam saistitie notikumi rada onkogénu un tumorsupresorgénu izmainas, tie
cilvékos un eksperimentu sistémas ir saistimi ar vézi. Hromosomu aberaciju in vivo testos var rasties poliploidija
(tostarp endoreduplikacija). Tomér poliploidijas palielinagjums pats par sevi neliecina par aneigénu potencialu un var
vienkarsi liecinat par $tinas cikla perturbaciju vai citotoksicitati. Sis tests nav veidots, lai méritu aneiploidiju.
Aneiploidijas detektéSanai ieteicamie in vivo un in vitro testi ir attiecigi ziditaju eritrocitu mikrokodolu in vivo tests
(3a pielikuma B.12. nodala) vai ziditaju $tinu mikrokodolu in vitro tests (32 pielikuma B.49. nodala).

[zmantoto terminu definicijas ir izklastitas 1. papildinajuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI

Saja testa parasti izmanto grauzgjus, bet dazos gadijumos ir vieta izmantot citas sugas, ja tas ir zinatniski pamatoti.
Saja testa mérkaudi ir kaulu smadzenes, jo tas ir Joti labi apasinotas, turklat $o audu $iinu cikls ir Tss un tas ir viegli
izolgjamas un apstradjamas. Ja Zurku un pelu vieta izmanto citas sugas, parskata jasniedz to izmantoSanas
zinatniskais pamatojums. Ja grauzgjus neizmanto, ieteicams kaulu smadzenu hromosomu aberacijas mérjjumu
integrét cita piemeérota toksicitates testa.

Ja ir pieradijumi, ka testgjama(-s) kimikalija(-s) vai tas metabolits(-i) mérkaudos nenonak, So testu izmantot var
nebt lietderigi.

Pirms §is testéSanas metodes izmanto$anas maisijumam, lai iegiitu datus kadam normativajam mérkim, jaapsver,
vai un kade] ta varétu sniegt minétajam mérkim piemérotus rezultatus. Ja pastav normativa prasiba maisfjumu
testét, tada apsvérSana nav vajadziga.

TESTESANAS METODES PRINCIPS

Dzivniekus piemérota ekspozicijas cela eksponé testgjamai kimikalijai un péc apstrades pienaciga laika humani
eitanaze. Pirms eitanazijas dzivniekiem ievada metafazi apturo$u vielu (piem., kolhicinu vai kolcemidu). Tad no
kaulu smadzenu $inam pagatavo hromosomu preparatus, kurus ickraso, un metafazes §inam nosaka hromosomu
aberacijas.

LABORATORIJAS KVALIFIKACIJAS VERIFICESANA

Kompetences noskaidrosana

Lai pirms testa regularas izmantoSanas pieraditu, ka laboratorijai ir pietickama pieredze ar o testu, laboratorijai
jademonstré spéja reproducét publicétajos datos paredzétos rezultatus (piem., (6)) attieciba uz hromosomu
aberacijas biezumu ar vismaz divam pozitivas kontroles kimikalijam (tostarp vaju atbildreakciju, kas inducéta ar
mazam pozitivo kontrolu devam), pieméram, tam, kuras uzskaititas 1. tabula, un ar saderigam nes¢ja/skidinataja
kontrolém (sk. 22. punktu). Sajos eksperimentos jaizmanto devas, kas rada reproducéjamus un ar devam saistitus
pieaugumus un parada interes¢joso audu (kaulu smadzenu) testéSanas sistémas jutibu un dinamisko diapazonu, un
tajos izmanto to novértésanas metodi, kas tiks izmantota laboratorija. ST prasiba neattiecas uz laboratorijam, kuram
ir pieredze, t. i., kuru riciba ir vésturisko datu baze, kas aprakstita 10.-14. punkta.
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Dati par vésturiskajam kontrolem

Kompetences noskaidro$anas laika laboratorijai janosaka:

— veésturisko pozitivo kontrolu diapazons un sadalijjums un

— vésturisko negativo kontroJu diapazons un sadalijums.

Pirmoreiz iegtistot datus par veésturisko negativo kontrolu sadalijumu, paralélajam negativajam kontrolém jaatbilst
publicétajiem datiem par kontrolém, ja tadi ir. Vésturisko kontrolu sadaljjumam tiekot papildinatam ar arvien
lielaku daudzumu eksperimentalo datu, paralélajam negativajam kontrolém idedla gadijjuma jabat 95 % minéta
sadaljjuma kontroles robezas. Laboratorijas vésturisko negativo kontrolu datubazei jabut statistiski robustai, lai
nodro$inatu laboratorijas sp&ju novértét tas negativo kontrolu datu sadalijumu. Avoti liecina, ka javeic vismaz
10 eksperimenti, bet vélami bitu vismaz 20 eksperimenti, kas veikti salidzinimos eksperimenta apstaklos. Lai
noteiktu laboratorijas datu variabilitati un paraditu, ka laboratorija §1 metodologija “tiek kontroléta”, laboratorijam
jaizmanto kvalitates kontroles metodes, piem., kontroldiagrammas (piem., C diagrammas vai X joslu diagrammas
(7). Papildu ieteikumi par vésturisko datu izveidi un izmantoSanu (t. i., kritériji datu ieklausanai vésturiskajos datos
un izslégsanai no tiem un konkréta eksperimenta pienemamibas kritériji) atrodami literatiira (8).

Ja laboratorija kompetences noskaidrosanas laika (sk. 9. punktu) neveic pietickami daudz eksperimentu, lai
izveidotu statistiski robustu negativo kontrolu sadalijumu (sk. 11. punktu), ir pienemami $o sadalijumu izveidot,
veicot pirmos regularas izmantoanas testus. Tada gadijuma jaievéro literatiira (8) izklastitie ietetkumi, un $ajos
eksperimentos iegiitajiem negativo kontrolu rezultatiem jaatbilst publicétajiem negativo kontrolu datiem.

Jebkadas izmainas eksperimenta protokola jaapsver, nemot véra to ietekmi uz eksperimenta iegiitajiem datiem;
jasaglaba to atbilstiba laboratorijas esosajai vésturisko kontrolu datubazei. Jauna vésturisko kontrolu datubaze
javeido vienigi batisku neatbilstibu rezultata, ja eksperts atzinis, ka sadalijjums atskiras no iepriekséja sadaljjuma (sk.
11. punktu). Veidojot jaunu datubazi, lai varétu veikt testu, nav nepiecie$ama pilniga negativo kontrolu datubaze, ja
vien laboratorija var pieradit, ka paralélo negativo kontrolu vértibas atbilst vai nu iepriekséjas datubazes datiem, vai
ar ar attiecigajiem publicétajiem datiem.

Negativo kontrolu datos jaietver informacija par hromosomu strukturalo aberaciju (izpemot partraukumus)
sastopamibu katra dzivnieka. Paral€lajam negativajam kontrolém ideala gadijuma jabat 95 % laboratorijas
vésturisko negativo kontrolu datubazes sadalijuma kontroles robezas. Ja dati no paralélajam negativajam kontrolém
neietilpst 95 % kontroles robezas, tie var bat pienemami ieklausanai vésturisko kontrolu sadalfjuma, ja vien $ie dati
nav parmeérigi anomalas vertibas un ir pieradijumi, ka testa sistéma “tiek kontroleta” (skatit 11. punktu), un nav
pieradijumu, ka batu pielautas tehniskas vai cilveka kladas.

METODES APRAKSTS

Sagatavosanas

Dzivnieku sugas izvele

Jaizmanto veseli, jauni pieaugusi tipisku laboratorijas celmu dzivnieki. Parasti izmanto Zurkas, bet var izmantot ari
peles. Var izmantot ari jebkuras citas piemérotas sugas ziditajus, ja parskata tiek sniegts zinatnisks pamatojums.
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Dzivnieku turésanas un baroSanas apstakli

Attieciba uz grauzgjiem telpa, kurd tur eksperimenta dzivniekus, jabat 22° C ( + 3 °C) temperatiirai. Ideala
gadijuma relativajam mitrumam jabit 50-60 % robeZas, bet katra zipa vismaz 40 % un, vélams, ne augstakam par
70 %, izpemot telpu uzkopSanas laiku. Dzivniekus 12 stundas diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet
12 stundas — tumsa. Var izmantot parasto laboratorijas baribu ar neierobezotu piekluvi dzeramajam tdenim.
Baribas izveli var ietekmét vajadziba tai piemaisit testéjamo kimikaliju, ja kimikaliju ievada $ada cela. Ja nav
gaidama agresiva uzvediba, grauzgji jatur nelielas (ne vairak par pieciem uz vienu biri) viena dzimuma un vienadas
apstrades grupas, vélams, biros ar cietu gridu un pienacigu vides bagatindjumu. Vienigi tad, ja tas ir zinatniski
pamatoti, dzivniekus var turét atseviski.

Dzivnieku sagatavosana

Parasti izmanto veselus, jaunus pieaugusus dzivniekus (ja tie ir grauzgji, apstrades sakuma tiem vélams bt 6-
10 nedélas veciem, tacu ir pienemami ari mazliet vecaki dzivnieki), kurus péc nejausibas principa iedala kontroles
un apstrades grupas. Katru dzivnieku unikala veida identificé, izmantojot humanu, minimali invazivu metodi
(piem., apgredzenojot, izmantojot krotalijas, mikrocip&ot vai izmantojot biometrisko identificésanu, bet ne
apgriezot ausis vai pirkstus) un vismaz piecas dienas aklimatizé laboratorijas apstakliem. Birus izvieto ta, lai
iesp&jami mazinatu biiru novietojuma varbitgjo ietekmi. Jaizvairas no pozitivas kontroles un testgjamas kimikalijas
savstarpgjas kontaminacijas. Pétjjuma sakuma dzivnieku svara atskiribam jabit minimalam un tas nedrikst
parsniegt 20 % no vidéja svara, kas noteikts katram dzimumam atsevigki.

Devu sagatavosana

Pirms dzivniekiem dot devas, cietas testéjamas kimikalijas jaizskidina vai jasuspendé piemérotos $kidinatajos vai
nesgjos vai japiejauc baribai vai dzeramajam tidenim. Skidras testéjamas kimikalijas var dot tadas pasas vai pirms
dosanas atskaidit. Atkariba no testéjamas kimikalijas fizikalkimiskajam ipasibam inhalativa ekspozicija var notikt ar
gazi, tvaiku vai cietu/Skidru dalinu aerosolu. Ja vien dati par testé§jamas kimikalijas preparatu stabilitati neliecina, ka
tos var uzglabat, un neparedz pienacigus uzglabasanas apstaklus, jaizmanto svaigi pagatavoti preparati.

Skidinatajs/nesejs

Lietotajas devas $kidinatajam vai neséjam nedrikst bt toksiskas ietekmes un tas nedrikst bit spéjigs reagét ar
testéjamo kimikaliju. Citu, mazak izplatitu $kidinataju vai neséju izmanto$ana japamato ar atsauces datiem par to
saderibu. Kad vien iesp&ams, vispirms jaapsver, vai neizmantot $kidinataju vai neséjus uz fdens bazes. Plasi
izmantoti saderigi $kidinatajijneséji ir, piem., Gdens, fiziologiskais $kidums, metilcelulozes $kidums, karboksimetilce-
lulozes natrija sals $kidums, olivella un kukurfizas ella. Ja nav pieejami vésturiski vai publicéti kontrolu dati, kas
apliecinatu, ka izvélétais atipiskais $kidinatajs/neséjs neinducé strukturalas aberacijas vai citu kaitigu ietekmi, javeic
sakotnéjs pétijums, lai noteiktu skidinataja/neséja kontroles pienemamibu.

Kontroles

Pozitivas kontroles

Parasti katra testa jaieklauj dzivnieku grupa, kas apstradata ar pozitivas kontroles kimikaliju. To var nedarit, ja
testéjosa laboratorija ir pieradijusi savu kompetenci $a testa veik§ana un ir izveidojusi pozitivas kontroles vésturisko
diapazonu. Ja paraléla pozitiva kontrolgrupa netiek ietverta, katra eksperimenta jaieklauj noveértésanas kontroles
(fikséti un neiekrasoti priek$metstiklini). To var panakt, pétjjuma novértéSana ieklaujot pienacigus etalonparaugus,
kas iegiiti un saglabati no atseviska pozitivas kontroles eksperimenta, ko periodiski (piem., ik péc 6-18 ménesiem)
veic testéjosa laboratorija, piem., kompetences testéSanas laika un péc tam regulari péc vajadzibas.
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Pozitivas kontroles kimikalijam pastavigi jarada detektgjams tadu $tinu bieZuma pieaugums, kuram ir strukturalas
hromosomu aberacijas, kas parsniedz spontano limeni. Pozitivas kontroles devas izvélas ta, lai to ietekme biitu
skaidri redzama, tomér vértétajs nevarétu uzreiz atklat kodéto paraugu identitati. Ir pielaujami pozitivo kontroli
ievadit cita cela neka testéjamo kimikaliju, izmantojot citu apstrades grafiku, un paraugoSanu veikt tikai viena bridi.
Turklat attieciga gadijuma var apsvert tadu pozitivas kontroles kimikaliju izmantoSanu, kas pieder pie atbilstosas
kimikaliju klases. Pozitivas kontroles kimikaliju pieméri sniegti 1. tabula.

1. tabula

Pozitivas kontroles kimikaliju pieméri

Kimikalija CAS Nr.
Etilmetansulfonats 62-50-0
Metilmetansulfonats 66-27-3
Etilnitrozourinviela 759-73-9
Mitomicins C 50-07-7
Ciklofosfamids (monohidrats) 50-18-0 (6055-19-2)
Trietilenmelamins 51-18-3

Negativas kontroles

Negativas kontroles dzivnieku grupu paraugo visas paraugoSanas reizés un ar to apietas tapat ka ar apstrades
grupu, bet to neapstrada ar testgjamo kimikaliju. Ja testéjamo kimikaliju ievada ar skidinataju/neséju, sis $kidinatajs|
nesgjs jasanem ari kontrolgrupai. Tomer, ja testéjosas laboratorijas vésturiskie negativo kontrolu dati par katru
paraugosanas reizi liecina, ka at3kiribas starp dzivniekiem pastavigi ir lidzigas un lidzigs ir ari to $tinu sastopamibas
biezums, kuram ir strukturalas aberacijas, var bat pietickami negativo kontroli paraugot tikai vienreiz. Ja negativo
kontrolu paraugo$anu veic tikai vienreiz, to vajadzetu darit pirmaja paraugoSanas reizé.

PROCEDURA

Dzivnieku skaits un dzimums

Parasti mikrokodolu atbildreakcija téviniem un matitém ir lidziga (9), un tas pats ir paredzams hromosomu
strukturalo aberaciju gadjjuma, tapéc lielako dalu pétjjumu iespéjams veikt ar tiklab viena ki otra dzimuma
dzivniekiem. Dati, kas liecinatu par relevantam atskiribam starp téviniem un matitém (piem., atSkiribam, kas
saistitas ar sistémisko toksicitati, metabolismu, biopieejamibu, toksicitati kaulu smadzeném u. c., piem., diapazona
noteikSanas pétijuma), mudinatu izmantot abus dzimumus. Tada gadjjuma var bit lietderigi veikt pétjjumu ar abu
dzimumu dzivniekiem, pieméram, atkartotas devas toksicitates pétjjuma ietvaros. Ja izmanto abu dzimumu
dzivniekus, var bt lietderigi izmantot faktorialo planu. Sikaka informacija par to, ka analizét datus, izmantojot $o
planu, ir sniegta 2. papildindjuma.
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Sakot pétijumu, jaizveido pietiekami lielas grupas, lai viena grupa butu vismaz pieci analizéjami viena dzimuma
dzivnieki vai, ja tiek izmantoti abu dzimumu dzivnieki, vismaz pieci analiz§ami katra dzimuma dzivnieki.
Gadijumos, kad cilvéka organisma eksponétiba kimikalijam var bit atskiriga atkariba no dzimuma, ka ir, pieméram,
ar daziem farmaceitiskajiem preparatiem, testu veic ar attieciga dzimuma dzivniekiem. Maksimalo tipisko dzivnieku
skaita prasibu piemérs: kaulu smadzenu pétjjuma ar divam paraugo$anas reizém ar tris devu grupam un paralelu
negativo kontrolgrupu, ka ari pozitivo kontrolgrupu (pieci viena dzimuma dzivnieki katra grupa) batu nepieciesami
45 dzivnieki.

Devu lielums

Ja tiek veikts iepriek3éjs diapazona noteikSanas pétijums, jo nav pieejami pieméroti dati, kas palidzétu izvéleties
devu, tas javeic taja pasa laboratorija, izmantojot to pasu sugu, celmu, dzimumu un apstrades rezimu, kas tiks
izmantots galvenaja testa (10). Pétijums javeic ar merki identificét maksimalo panesamo devu (MTD), kas ir lielaka
pielaujama deva, kura pétjjuma ilgumam atbilstosa laika ir panesama bez pétjjumu ierobeZojosas toksicitates
pazimju izraisiSanas (piem., inducé kermena svara samazinasanos vai hematopoétiskas sistémas citotoksicitati), bet
neizraisa navi vai tadas sapju, cieanu vai diskomforta pazimes, ka dé] batu javeic humana eitanazija (11).

Lielako devu var definét arT ka tadu devu, pie kuras novérojamas dazas pazimes, kas liecina par toksicitati kaulu
smadzenés.

Kimikalijas, pie kuram novérojams toksikokinétisko procesu piesatindgjums vai kuras inducé detoksifikacijas
procesus, kas péc ilgtermina apstrades var radit eksponétibas samazinajumu, var biit devu noteikSanas kritériju
iznémumi, un katrs gadijums jaizvérté atseviski.

Lai iegitu informaciju par devas—atbildreakcijas sakaribu, pilniga pétjjuma jaieklauj negativa kontrolgrupa un
vismaz tris devu limeni, kuru atstatuma koeficients parasti ir 2, bet neparsniedz 4. Ja testéjama kimikalija
diapazona noteik3anas pétijuma toksicitati nerada vai to nerada saskana ar esoSajiem datiem, lielakajai vienreizéjai
devai jabtit 2 000 mg/kg kermena svara. Ja testéjama kimikalija toksicitati tomeér izraisa, MTD jabit augstakajai
ievaditajai devai un izmantotajiem devu limeniem biitu jaaptver diapazons, kas aptver gan maksimalo devu, gan
devu, kas ir maztoksiska vai netoksiska. Ja pie visiem testétajiem devu limeniem tiek novérota toksiska ietekme uz
mérkaudiem (kaulu smadzeném), ieteicams veikt vél vienu pétjumu ar netoksiskim devam. Pétijumos, kuros
planots pilnigak raksturot kvantitativo atbildreakciju uz devu, var bt nepiecieSams izmantot papildu devu grupas.
Atseviskiem testéjamo kimikaliju veidiem (piem., cilvéku zalém), uz kuriem attiecas konkrétas prasibas, $is robezas
var atskirties.

RobeZtests

Ja devu diapazona noteiksanas eksperimenti vai dati no saistitiem dzivnieku celmiem liecina, ka apstrades rezims
vismaz ar robezdevu (sk. talak) nekadu novérojamu toksisku ietekmi (ne pazeminatu kaulu smadzenu $tnradi, ne
citas pazimes, kas liecinatu par citotoksisku ietekmi uz mérkaudiem) nerada, un ja, pamatojoties uz genotoksicitates
in vitro pétjjumiem vai datiem par strukturali radniecigam kimikalijam, genotoksicitate nav paredzama, var uzskatit,
ka veikt pilnu pétjjumu ar trim devu limeniem nav nepiecieSams, ja vien ir pieradits, ka testéjama(-s) kimikalija(-s)
mérkaudus (kaulu smadzenes) sasniedz. Tados gadijumos var pietikt ar vienu devas limeni — robezdevu. Attieciba
uz > 14 dienu ievadiSanas periodu robezdeva ir 1 000 mg/kg kermena svara diena. Attieciba uz 14 dienu vai isaku
ievadiSanas periodu robezdeva ir 2 000 mg/kg kermena svara diena.
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Devu ievadiSana

Testa planosana janem véra, kads varétu bit cilvéka ekspozicijas cels. Ja vien tas ir pamatoti, var izvéléties dazadus
ekspozicijas celus, piem., uznemsanu ar baribu, dzeramo Gdeni, vietéju aplicéSanu, zemadas ievadiSanu, intravenozu
ievadiSanu, uzpemsanu orala cela (ar gavazu), inhalaciju, uznemsanu intratraheali vai implantacijas cela. Jebkura
gadijuma cel§ jaizvelas ta, lai nodrosinatu mérkaudu pienacigu ekspoziciju. Parasti nav ieteicama intraperitoneala
injekcija, jo cilvekam $ads ekspozicijas cel§ nav raksturigs, un ta batu jaizmanto tikai ar konkrétu zinatnisko
pamatojumu. Ja testéjamo kimikaliju piejauc baribai vai dzeramajam tGdenim, jo ipasi ar vienreiz&ju devu, jaripéjas,
lai starp partikas un tdens patérinu un paraugoSanu paietu pietickami daudz laika, lai batu iespgjams detektét
ietekmes (sk. 33.-34. punktu). Maksimalais $kidruma tilpums, ko viena panémiena var ievadit ar gavazu vai
injekciju, ir atkarigs no testa dzivnieka lieluma. Parasti tilpums nedrikst parsniegt 1 ml uz 100 g kermena svara,
iznemot tdens $kidumu gadijumu, kad var lietot ne vairak ka 2 ml uz 100 g kermena svara. Ja izmanto lielaku
tilpumu, tas japamato. Iznemot gadijumus, kad tiek izmantotas kairinosas vai korozivas testéjamas kimikalijas,
kuru ietekme lielakas koncentracijas parasti ir izteiktaka, ir lidz minimumam jasamazina tilpuma variabilitate,
koriggjot koncentraciju ta, lai visos devu limenos tilpuma attieciba pret kermena svaru saglabatos vienada.

Apstrades kartiba

Parasti testgjamas kimikalijas ievada viena apstrades reizg, tacu tas var ievadit arT daliti (t. 1., divas vai vairakas reizés
viena un taja pasa diena ar ne vairak ka 2-3 stundu starplaiku), kas var bat vajadzigs gadijumos, kad jaievada liels
tilpums. Tada gadijuma vai ievadot testéjamo kimikaliju ar inhalaciju, paraugosanas laiks japlano, pamatojoties uz
pédgjas devas laiku vai ekspozicijas beigam.

Par atkartotas devas protokola piemérotibu $im testam ir pieejams maz datu. Tomeér gadijumos, kad ir vélams $o
testu integrét ar atkartotas devas toksicitates testu, jariipéjas par to, lai novérstu hromosomali bojatu mitotisko
$unu zudumu, kas var rasties pie toksiskam devam. Tada integréSana ir piepemama, ja liclaka deva parsniedz
robezdevu vai ir vienada ar to (sk. 29. punktu) un devas grupai apstrades perioda laiku dod robezdevu. Kad
vajadziga integréSana ar citiem pétfjumiem, par v€lamo in vivo testu hromosomu aberaciju noteikSanai uzskatams
mikrokodolu tests (testéSanas metode B.12.)

Péc vienreizgjas apstrades kaulu smadzenu paraugi janem divos dazados laikos. Attieciba uz grauzgjiem pirmajam
paraugosanas intervalam vajadzétu bat laikam, kas nepiecieSsams 1,5 normalu $iinas ciklu apritéSanai (parasti 12—
18 stundas péc apstrades). Ta ka testéjamas(-o) kimikalijas(-u) uznemsanai un metabolizéSanai, ka ari tas iedarbibai
uz $inas cikla kinétiku vajadzigs laiks, kas var ietekmét hromosomu aberaciju noteiksanas optimalo laiku, otro
paraugosanu ieteicams veikt 24 stundas péc pirmas paraugosanas. Pirmaja paraugosanas reizé jaapstrada visas devu
grupas un jasavac paraugi analizei, ta¢u nakamaja(-s) paraugoSanas reizé(-s) jaievada tikai lielaka deva. Ja ar
zinatnisku pamatojumu tiek izmantoti devu rezimi, kuri aptver vairak neka vienu dienu, parasti jaizmanto viens
paraugo$anas laiks — aptuveni 1,5 normalo $tnu ciklus péc galigas apstrades.

Péc apstrades un pirms paraugo$anas dzivniekiem intraperitoneali injicé atbilsto§u devu metafazi apturosa faktora
(piem., kolcemida vai kolhicina) un péc atbilstosa intervala veic paraugoanu. Pelém Sis intervals ir aptuveni 3—
5 stundas pirms paraugo$anas, bet Zurkam — 2-5 stundas. Savac kaulu smadzenu $inas, tas piebriedina, fiksé un
iekraso un analizé uz hromosomu aberacijam (12).
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Novérojumi

Katru dienu vismaz reizi diena, velams — viena laika vai laikos un pemot véra gaidamo ietekmju maksimum-
periodu péc aplicéSanas, jaizdara visparéji testa dzivnieku kliniskie novérojumi un jaregistré noverotas kliniskas
pazimes. Devas doSanas perioda visus dzivniekus vismaz divreiz diena novero attieciba uz morbiditati un mirstibu.
Pétjjuma sakuma, atkartotas devas pétjjumos vismaz reizi nedéla un eitanazijas laika visi dzivnieki janosver.
Pétijumos, kuri ilgst vismaz vienu nedélu, vismaz reizi nedéla jaméra partikas patérins. Ja testgjamo kimikaliju
ievada ar dzeramo tdeni, Gdens patérip$ jameéra katru reizi, kad tdens tiek mainits, un vismaz reizi nedéla.
Dzivniekus, kam novérojamas parliekas toksicitates neletalas pazimes, pirms testa perioda beigam humani eitanazé
(11).

Meérkaudu ekspozicija

Asins paraugi janem pienaciga(-os) laika(-os), lai bitu iesp&ams noskaidrot testéjamas kimikalijas limeni plazma un
gadijumos, kad tas vajadzigs un citu datu par ekspoziciju nav, varétu pieradit, ka kaulu smadzenu ekspozicija ir
notikusi (sk. 44. punktu).

Kaulu smadzenu un hromosomu sagatavosana

Uzreiz péc humanas eitanazijas no augsstilba kaula vai liela lielakaula iegist kaulu smadzenu $iinas, ko apstrada ar
hipotonisku $kidumu un fiksé. Tad metafazes $tinas uznes uz priek$metstikliniem un iekraso, izmantojot visparpie-
nemtas metodes (sk. (3) (12)).

Analize

Visi priek$metstiklini, tostarp no pozitivajam un negativajam kontrolém, pirms analizes neatkarigi jakodé un
jarandomizg, lai vértétajam nebitu zinams, vai un ka tie apstradati.

Lai noteiktu citotoksicitati, janosaka mitotiskais indekss vismaz 1 000 $inam no katra apstradata dzivnieka (tostarp
pozitivajam kontrolém), ka arT no katra neapstradata vai neséja/skidinataja negativas kontroles dzivnieka.

Vismaz 200 katra dzivnieka metafazes analizé uz strukturalajam hromosomu aberacijam (ar partraukumiem un
bez tiem) (6). Tomér, ja vésturisko negativo kontrolu datubaze liecina, ka vidgjais strukturalu hromosomu aberaciju
fona biezums testéjosaja laboratorija ir < 1 %, jaapsver papildu $iinu novértésana. Hromatidas un hromosomas tipa
aberacijas jaregistré atseviski un jaklasificé apakstipos (parravumi un apmainas). Laboratorija izmantotajam
procediram janodrosina, ka hromosomu aberaciju analizi veic apmaciti vértétaji un ka attieciga gadijuma to
profesionalizvérté. Apzinoties, ka priekSmetstiklinu sagatavosanas procedira biezi tiek bojata dala metafazes $anu,
kuras zaudé hromosomas, centroméru skaitam novértétajas $inas jabit vienadam ar vismaz 2n + 2, kur n ir
konkrétas sugas haploidalais hromosomu skaits.
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DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Rezultatu apstrade

Datus par katru dzivnieku apkopo tabula. Izvérté katra dzivnieka $tnu mitotisko indeksu, novértéto metafazes
$unu skaitu, aberaciju skaitu uz vienu metafazes $tinu un to $inu procentualo dalu, kurim novérojamaf(-s)
strukturala(-s) hromosomu aberacija(-s). Uzskaita dazadu veidu strukturalas hromosomu aberacijas, noradot to
skaitu un bieZumu gan apstradatajas grupas, gan kontrolgrupas. Atseviski registré partraukumus, ka arl poliploidas
§tunas un §inas ar endoreduplicétam hromosomam. Zino par partraukumu biezumu, bet strukturalo aberaciju
kopgja biezuma analizé to parasti neieklauj. Ja nekas neliecina par atkirigu atbildreakciju atkariba no dzivnieku
dzimuma, statistiskas analizes veik3anai datus var apvienot. Jazino ari dati par dzivniekiem novéroto toksicitati un
kliniskajam pazimeém.

Pienemamibas kritériji

Testa pienemamibu nosaka, pamatojoties uz $adiem kritérijiem:

a) paralélas negativas kontroles datiem tiek uzskatiti par pienemamiem ieklausanai laboratorijas vésturisko
kontrolu datubaze (sk. 11.-14. punktu);

b) paralélas pozitivas kontroles vai novértésanas kontroles inducé atbildreakcijas, kas atbilst tam, kuras generétas
vésturisko pozitivo kontrolu datubaze ieklautajas kontrolés, un izsaka statistiski ievérojamu pieaugumu salidzi-
najuma ar negativo kontroli (sk. 20.-21. punktu);

¢) ir analizéts pienacigs devu un $inu skaits;

d) lielakas devas izveles kriteriji atbilst 25.-28. punkta aprakstitajiem kritérijiem.

Rezultatu izvértéSana un interpretéSana
Ja ir izpilditi visi pienemamibas kritériji, testéjamo kimikaliju uzskata par viennozimigi pozitivu, ja:

a) vismaz vienai no apstrades grupam novérojams statistiski nozimigs tadu $tnu biezuma pieaugums, kuram ir
strukturalas hromosomu aberacijas (izpemot partraukumus), salidzindjuma ar paralélo negativo kontroli;

b) So pieaugumu izveértgjot ar atbilstosu trenda testu, vismaz viena paraugoSanas reizé ir konstatéjama piecauguma
sakariba ar devu un

¢) kads no Siem rezultatiem atrodas arpus veésturisko negativo kontrolu datu sadaljjuma (piem., 95 % kontroles
robezam péc Puasona sadalijuma).

Ja konkrétaja paraugosanas reizé tiek izvértéta tikai lielaka deva, testgjamo kimikaliju uzskata par viennozimigi
pozitivu, ja novérojams statistiski nozimigs picaugums salidzinajuma ar paralélo negativo kontroli un rezultati
atrodas arpus vesturisko negativo kontrolu datu sadaljuma (piem., 95 % kontroles robezam péc Puasona
sadalijuma). leteikumi par piemérotakajam statistiskajam metodém atrodami literatiiras saraksta (13). Veicot devas—
atbildreakcijas analizi, jaanalizé vismaz tris apstradatas devu grupas. Statistikas testos eksperimenta vieniba ir
dzivnieks. Pozitivi hromosomalo aberaciju testa rezultati liecina, ka testgjama kimikalija testa sugas dzivnieku kaulu
smadzenés induce strukturalas hromosomu aberacijas.

Ja ir izpilditi visi pienemamibas kritériji, testgjamo kimikaliju uzskata par viennozimigi negativu, ja visos
izvertétajos eksperimentalajos nosacijumos:

a) nevienai no apstrades grupam nav novérojams statistiski nozimigs tadu $tnu bieZuma pieaugums, kuram ir
strukturalas hromosomu aberacijas (iznemot partraukumus), salidzinjuma ar paralélo negativo kontroli;
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b) to izvértgjot ar atbilsto$u trenda testu, neviena paraugosanas reizé nav novérojams ar devu saistits palielindgjums;

c) visi rezultati atrodas veésturisko negativo kontrolu datu sadaljjuma robeZzas (piem., 95 % kontroles robezas péc
Puasona sadalfjuma); un

d) kaulu smadzenes ir bijusas eksponétas testéjamai(-am) kimikalijai(-am).

leteikumi par piemérotakajam statistiskajam metodém atrodami literatara (13). Par kaulu smadzenu eksponétibu
testéjamajai kimikalijai var liecinat, pieméram, mitotiska indeksa samazinasanas vai testéjamas(-o) kimikalijas(-u)
limena mérjums plazma vai asinis. Intravenozas ievadiSanas gadijuma pieradjjumi par eksponétibu nav
nepiecie$ami. Alternativi kaulu smadzenu eksponétibas pieradiSanai var izmantot ADME datus, kas iegati
neatkariga pétijuma, kura izmantots tas pats cel§ un ta pati suga. Negativi rezultati liecina, ka testa apstaklos
testéjama kimikalija neinduce strukturalas hromosomu aberacijas testa sugas dzivnieku kaulu smadzenés.

Nav prasibas viennozimigi pozitivu vai viennozimigi negativu atbildreakciju verificét.

Gadijumos, kad atbildreakcija nav viennozimigi negativa vai pozitiva, lai palidzétu noteikt rezultata biologisko
relevantumu (piem., vaj$ vai neskaidrs pieaugums), dati janovérté ekspertam un/vai japabeidz esoSo eksperimentu
sikaka izskatiSana. DaZos gadijumos varétu bat lietderigi analizét lielaku skaitu $tnu vai veikt atkartotu
eksperimentu, izmantojot mainitus eksperimenta apstak]us.

Retos gadijumos pat péc sikakas izskatiSanas dati nelauj secinat, ka testéjama kimikalija rada pozitivus vai negativus
rezultatus, un tad uzskata, ka pétijuma rezultats ir neskaidrs.

Poliploidu un endoreduplicétu metafazes $tinu bieZums attieciba pret metafazes $inam kopa jaregistré atseviski.
Poliploido/endoreduplicéto $tinu skaita piecaugums var noradit uz to, ka testéjamai kimikalijai, iesp&jams, piemit
potencials inhibét mitotiskos procesus vai $tnu cikla progresu (sk. 3. punktu).

Testésanas parskats

TestéSanas parskata jaieklauj talak noradita informacija.

Kopsavilkums

Testgjama kimikalija:

— avots, s€rijas numurs, izmantoSanas termins, ja pieejams,

— test&jamas kimikalijas stabilitate, ja ta zinama.

Vienkomponenta viela:

— fiziskais izskats, $kidiba fideni un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas,

— kimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai InChI kods, struktr-
formula, tiriba, attieciga gadijuma, ja tas ir praktiski iesp&jams, piemaisfjumu kimiska identitate u. c.

Daudzkomponentu viela, UVCB un maisijumi:

— ciktal iesp&jams, raksturoti ar sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks), kvantitativo saturu un relevantajam
fizikalkimiskajam ipasibam.
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Testejamas kimikalijas sagatavosana:

— neséja izveles pamatojums,

— testéjamas kimikalijas $kidiba un stabilitate $kidinataja/neséja, ja ta zinama,

— baribas, dzerama udens vai inhalaciju preparatu sagatavosana,

— analitiskie secinajumi par preparatiem (piem., stabilitate, homogenitate, nominalas koncentracijas), ja tie izdariti.
Testa dzivnieki:

— izmantota suga/celms un ta izmantoSanas pamatojums,

— dzivnieku skaits, vecums un dzimums,

— izcelsme, turéanas apstakli, barogana u. c.,

— dzivnieku unikalas identificésanas metode,

— Istermina pétfjumiem: katra dzivnieka svars testa sakuma un beigas; pétjjumiem, kas notiek ilgak par nedelu:
katra dzivnieka svars pétjjuma laika un partikas patérins. leklauj katras grupas dzivnieku kermena svara
diapazonu, vidgjo vértibu un standartnovirzi.

TesteSanas apstakli:

— pozitivas un negativas (neséja/skidinataja) kontroles,

— diapazona noteikSanas testa rezultati, ja tas veikts,

— devu limena izvéles pamatojums,

— sika informacija par testgjamas kimikalijas sagatavoSanu,

— sika informacija par testéjamas kimikalijas ievadiSanu,

— izvéléta ievadiSanas cela un ilguma pamatojums,

— metodes, ka verificéts, ka testéjama(-s) kimikalija(-s) nonakusi(-3as) vispargja asinsrité vai kaulu smadzeneés,

— faktiska deva (mg uz vienu kg kermena svara diena), kas aprékinata péc testéjamas kimikalijas koncentracijas
(ppm) bariba | dzeramaja tideni un péc uznemta daudzuma (attieciga gadijuma),

— sika informacija par baribas un tdens kvalitati,

— eitanazijas panémiens,

— atsapinasanas metode (ja tada izmantota),

— detalizéts apstrades un paraugosanas grafiku apraksts un izvéles pamatojums,
— priek$metstiklinu sagatavoSanas metodes,

— toksicitates novértésanas metodes,

— metafazes apturéSanai izmantotas kimikalijas identitate, tas koncentracija, deva un laiks no ievadiSanas lidz
paraugoSanai,

— paraugu izol&anas un saglabasanas procediras,

— aberaciju novértésanas kritériji,
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— analizéto katra dzivnieka metafazes $inu skaits un mitotiska indeksa noteiksanai analizéto $tinu skaits,
— pétijuma pienemamibas kritériji,

— kritériji, péc kuriem noverté, vai pétijuma rezultats ir pozitivs, negativs vai neskaidrs,

Rezultati:

— dzivnieka stavoklis pirms testéSanas perioda un ta laika, ari toksicitates pazimes,

— mitotiskais indekss, ko norada par katru dzivnieku atseviski,

— aberaciju un aberanto $Ginu tips un skaits, ko norada par katru dzivnieku atseviski,

— kopéjais aberaciju skaits grupas, vidéjas vértibas un standartnovirzes,

— $inu ar aberacijam skaits katra grupa, vidéjas vértibas un standartnovirzes,

— ploidijas izmainas, ja tas tiek novérotas, tostarp poliploido unfvai endoreduplicéto $inu biezums,
— ja iesp&jams, devas—atbildreakcijas sakariba,

— izmantota statistiska analize un metode,

— kaulu smadzenu eksponétibu apliecinosi dati,

— paralélo negativo un pozitivo kontrolu dati, diapazoni, vidéjas vértibas un standartnovirzes,

— veésturisko negativo un pozitivo kontrolu dati, diapazoni, vidgjas vertibas, standartnovirzes un 95 % kontroles
robezas sadalijumam, ka arT aptvertais laikposms un novérojumu skaits,

— izpilditie pozitivas vai negativas atbildreakcijas kritériji.
Rezultatu iztirzajums.
Secinajumi.

Atsauces.
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1. papildinajums

DEFINICIJAS

Aneiploidija: jebkada novirze no normala diploida (vai haploida) hromosomu skaita par vienu vai vairakam
hromosomam, bet ne par veselu hromosomu komplektu(-iem) (sal. “poliploidija”).

Centromérs: hromosomas rajons(-), ar kuru(-iem) $tinas dali§anas laika saistas varpstas Skiedras, nodrosinot
meithromosomu pareizu parvieto$anos uz meit§inu poliem.

Kimikalija: viela vai maisjjums.

Hromatidas tipa aberacija: strukturdls hromosomas bojajums, kas izpauzas ka atseviskas hromatidas parravums
vai hromatidu parravums un savienosanas.

Hromosomas tipa aberacija: strukturdls hromosomas bojajums, kas izpauzas ka abu hromatidu parravums vai
parravums un savienoSanas viena un taja pasa vieta.

Endoreduplikacija: process, kura péc DNS replikacijas S perioda nevis notiek siinas kodola mitoze, bet sakas jauns
S periods. Rezultata izveidojas hromosomas ar 4, 8, 16... hromatidam.

Partraukums: ahromatisks bojajums, kur§ ir mazaks par vienas hromatidas platumu un kura hromatidas dalas ir
nobiditas minimali.

Mitotiskais indekss: attieciba starp mitozes $inu skaitu un $inu kopgjo skaitu populacija, kas ir vairo$anas
statusa mérs attiecigaja $inu populacija.

Hromosomu skaita aberacija: testam izmantoto dzivnieku parasta hromosomu skaita izmainas (aneiploidija).

Poliploidija: tada hromosomu skaita aberacija, kas skar veselu hromosomu komplektu, pretstatd hromosomu
skaita izmaipam hromosomu komplekta dala (sal. “aneiploidija”).

Strukturala hromosomas aberacija: hromosomas struktiiras izmainas, kas detektéamas, ar mikroskopu apskatot
$unas to daliSanas metafaze, un kas izpauzas ka delécijas un fragmentacija, intrahromosomiskas vai interhromoso-
miskas modifikacijas.

Test&jama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko testé ar $o testéSanas metodi.
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2. papildinajums

FAKTORIALAIS PLANS DZIMUMATSKIRIBU IDENTIFICESANAI IN VIVO HROMOSOMALO
ABERACIJU TESTA

Faktorialais plans un ta analize

Saskana ar $o planu pie katra koncentracijas limena testé vismaz 5 tévinus un 5 matites, tatad plana tiek izmantoti
vismaz 40 dzivnieki (20 tévini un 20 matites un attiecigas pozitivas kontroles).

Sis plans ir viens no vienkarSajiem faktorialajiem planiem un ir lidzvértigs dispersijas divfaktoru analizei, kur
galvenie aplikotie efekti ir dzimuma un koncentracijas limena efekti. Sos datus var analizét, izmantojot daudzas
statistikas programmatiiras standartpaketes, piem., SPSS, SAS, STATA, Genstat, ka ari izmantojot R.

Saja analizé datu kopas dispersiju sadala dispersija, kas saistita ar dzimumu, dispersija, kas saistita ar koncentraciju,
un dispersija, kas saistita ar dzimumu un koncentraciju mijiedarbibu. Katru no $iem locekliem salidzina ar aplésto
dispersiju starp replikatdzivniekiem viena dzimuma dzivnieku grupas pie vienas un tas paSas koncentracijas. Pilniga
informacija par pamata eso$o metodologiju pieejama daudzas standarta statistikas macibu gramatas (sk. atsauces)
un statistiskajas paketés pieejamajos paligrikos.

Analizi turpina, ANOVA tabula () apskatot mijiedarbibas locekli “dzimums x koncentracija”. Ja mijiedarbibas
loceklis nav nozimigs, visu dzimumu vai visu koncentracijas limenu apkopotas vértibas lauj veikt derigus
starplimenu statistikas testus, pamatojoties uz ANOVA grupa apkopotas dispersijas locekli.

Analizi turpina, dazadam koncentracijam aplésto dispersiju sadalot kontrastos, tadgjadi iegastot linearus un
kvadratiskus atbildreakciju kontrastus visiem koncentracijas limeniem. Ja mijiedarbibas loceklis “dzimums x koncen-
tracija” ir nozimigs, arl $o locekli var sadalit mijiedarbibas kontrastos “linearais loceklis x dzimums” un “kvadratlo-
ceklis x dzimums”. Sie locekli lauj parbaudit, vai koncentraciju atbildreakcijas abiem dzimumiem ir paralélas vai
katram dzimumam ir atskiriga atbildreakcija.

Grupa apkopotas dispersijas aplési var izmantot, lai parveida testos [pair-wise test] testétu vidgjo vértibu starpibu.
Sos salidzinajumus var veikt starp abu dzimumu vidéjam vértibam un starp dazadu koncentracijas limenu vidé&am
vértibam, piem., salidzindjumiem ar negativas kontroles limeniem. Nozimigas mijiedarbibas gadijumos iesp&ams
veikt salidzinajumus starp dazadu koncentraciju vidéjam vértibam viena dzimuma ietvaros vai abu dzimumu
vidéjam veértibam pie vienadas koncentracijas.

Atsauces

Ir daudz statistikas macibu gramatu, kuras apspriesta faktorialo planu teorija, struktira, metodologija, analize un
interpretacija diapazona no vienkar§akajam divfaktoru analizém un lidz sarezgitakam formam, ko izmanto
eksperimentu planosanas metodologija. Talak sniegtais saraksts nav izsmelo$s. Dazas gramatas sniegti izstradati
salidzinamu planu pieméri, un dazos gadjjumos noradits kods analizu veik3anai ar dazadam programmatiiras
paketém.
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Analysis, and Model Building. New York: John Wiley & Sons.
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() Statistiki, kuri izmanto modelésanas pieeju, pieméram, General Linear Models (GLM), var veikt analizi citada, bet salidzinama veida, tacu
ne vienmér sastadis ierasto ANOVA tabulu, kuru sika izmantot, kad vél pirmsdatorizacijas laikmeta statistiskajiem aprékiniem
izmantoja algoritmiskas pieejas.
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5) pielikuma B dala B.12. nodalu aizstaj ar $adu:

“B.12. Ziditaju eritrocitu mikrokodolu tests

levads

Si testéSanas metode ir ekvivalenta ESAO TestéSanas vadlinijai Nr. 474 (2016). Ta ir dala no genétiskas toksiko-
logijas testéSanas metozu klasta. Ir izstradats ESAO dokuments, kas isi informé par testéSanu genétiskaja toksiko-
logija un sniedz parskatu par neseniem §is vadlinijas grozjjumiem.

Ziditaju mikrokodolu in vivo tests genotoksicitates noveértésana ir ipasi svarigs, jo, kaut ari tie var atskirties atkariba
no sugas, in vivo metabolisma, farmakokinétikas un DNS reparacijas procesu faktori ir aktivi un sekmé
atbildreakcijas rasanos. In vivo testu var izmantot ari tam, lai sikak izpétitu in vitro sistéma detektétu genotoksicitati.

Ziditaju mikrokodolu in vivo testu izmanto, lai detektétu bojajumus, ko testéjama kimikalija inducgjusi hromosomas
vai eritroblastu mitotiskaja aparata. Ar o testu izvérté mikrokodolu veidoSanos eritrocitos, kas paraugoti
dzivnieku, parasti grauzgju, kaulu smadzengs vai periférisko asinu $tnas.

Ar mikrokodolu testu nosaka, kadas kimikalijas izraisa citogenétiskus bojajumus, kuru dé] veidojas mikrokodoli,
kuros ir vai nu aizkavéjusos hromosomu fragmenti, vai veselas hromosomas.

Kad kaulu smadzenu eritroblasts attistas par nenobriedusu eritrocitu (dazreiz to sauc arf par polihromatocttu vai
retikulocitu), galvenais kodols tiek izspiests; izveidojusies mikrokodoli var palikt citoplazma. Sajas $tinas ieraudzit
vai detektét mikrokodolus ir vieglak, jo tam nav galvena kodola. Tas, ka apstradatajos dzivniekos pieaug tadu
nenobriedu$u eritrocitu skaits, kuriem ir mikrokodoli, liecina par izraisitam strukturalam vai skaitliskam
hromosomalam aberacijam.

Jaunizveidojusos eritrocitus ar mikrokodoliem identificé un kvantificé ar iekrasosanu, kam seko vai nu vizuala
novértésana, izmantojot mikroskopu, vai automatiska analize. Pietickami daudzu nenobriedu$u eritrocitu
saskaitianu pieaugu$u dzivnieku perifériskajas asinis vai kaulu smadzenés biatiski atvieglo automatiskas
novértéSanas platforma. Tadas platformas ir piepemamas alternativas manualai izvértéSanai (2). Salidzinosie
petijumi ir pieradijusi, ka tadas metodes, izmantojot pienacigus kalibréSanas standartus, var uzlabot reproducé-
jamibu citas laboratorijas un taja pasa laboratorija un dot labaku jutibu neka manuala novértésana ar mikroskopu
(3) (4). Automatiskas sistémas, kas var izmérit mikrokodolu eritrocitu biezumu, ir plismas citometri (5), attélu
analizéSanas platformas (6) (7) un lazerskenéSanas citometri (8), bet ne tikai.

Kaut arl parasti testd to nedara, hromosomu fragmentus péc vairakiem kritérijiem var at3kirt no veselam
hromosomam. Pie tiem pieder kinetohora vai centromériskas DNS klatbaitne vai trikums, kas abi ir raksturigi
neskartam hromosomam. Kinetohora vai centromériskas DNS triikums norada, ka mikrokodols satur vienigi
hromosomu fragmentus, savukart to klatesamiba norada uz hromosomu zudumu.

[zmantoto terminu definicijas ir sniegtas 1. papildinajuma.



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112/55

SAKOTNEJIE APSVERUMI

Saja testa par mérkaudiem genétisko bojajumu noteikianai parasti izmanto jaunu pieauguSu grauzéju kaulu
smadzenes, jo Sajos audos veidojas eritrociti. Citam ziditaju sugam, kuram ir konstatéta pietiekama jutiba pret
kimikalijam, kas $ajas $anas rada strukturalas hromosomu aberacijas vai hromosomu skaita aberacijas
(nenobriedusos eritrocitos inducgjot mikrokodolus), ja ir sniegts zinatnisks pamatojums, nenobriedusu eritrocitu
mikrokodolus var mérit perifériskajas asinis. Galvenais beigupunkts ir mikrokodolus saturo$u nenobriedusu
eritrocitu bieZums. Ja sugai nav raksturiga izteikta mikrokodolus saturo$u $inu atdaliSana liesa un dzivnieku
pastavigas apstrades periods parsniedz attiecigas sugas eritrocitu dzives cikla garumu (piem., pelu gadjjuma —
vismaz 4 nedglas), par beigupunktu var izmantot arT mikrokodolus saturo$u nobriedusu eritrocitu biezumu periféri-
skajas asinis.

Ja ir pieradijjumi, ka testgjama(-s) kimikalija(-s) vai tas/to metabolits(-i) mérkaudos nenonak, $o testu izmantot var
nebiit pieméroti.

Pirms $is testéSanas metodes izmanto$anas maisijumam, lai iegiitu datus kadam normativajam merkim, jaapsver,
vai un kade] ta varétu sniegt minétajam mérkim piemérotus rezultatus. Ja pastav normativa prasiba maisjjumu
testét, tada apsvér§ana nav vajadziga.

TESTESANAS METODES PRINCIPS

Dzivniekus piemérota cela eksponé testgjamajai kimikalijai. Ja izmanto kaulu smadzenes, dzivniekus piemérota(-os)
laika(-os) péc apstrades humani eitanazg, no tiem ekstrahé kaulu smadzenes un sagatavo un iekraso preparatus (9)
(10) (11) (12) (13) (14) (15). Ja izmanto perifériskas asinis, péc apstrades noteikta(-os) laika(-os) nem asinis un
sagatavo un iekraso preparatus (12) (16) (17) (18). Veicot akiitu apstradi, ir svarigi izvéléties tadus kaulu smadzenu
vai asinu nemsanas laikus, kuros iespgjams detektét ar apstradi saistitu mikrokodolus saturo$u nenobriedusu
eritrocitu inducéanos. Ja paraugo perifériskas asinis, jabat pagajusam pietiekami ilgam periodam, lai §is parmainas
biitu novérojamas asinsrité. Preparatos mikrokodolu klatbitni nosaka, veicot apskati ar mikroskopu, attélu analizi,
plasmas citometriju vai lazerskenéSanas citometriju.

LABORATORIJAS KOMPETENCES VERIFICESANA

Kompetences noskaidrosana

Lai pirms testa regularas izmantosanas pieraditu, ka laboratorijai ir pietiekama pieredze ar $o testu, laboratorijai
jademonstré spé&a reproducét publicétajos datos paredzétos rezultatus (17) (19) (20) (21) (22) attieciba uz
mikrokodolu biezumu ar vismaz divam pozitivas kontroles kimikalijam (tostarp vaju atbildreakciju, kas inducéta ar
mazam pozitivo kontrolu devam), piem., tam, kuras uzskaititas 1. tabula, un ar saderigam nesgja/3kidinataja
kontrolem (sk. 26. punktu). Sajos eksperimentos jaizmanto devas, kas rada reproducéjamus un ar devam saistitus
pieaugumus un parada interes¢joo audu (kaulu smadzenu vai periférisko asinu) test€Sanas sistémas jutibu un
dinamisko diapazonu, un tajos izmanto to novértéSanas metodi, kas tiks izmantota laboratoriji. Si prasiba
neattiecas uz laboratorijam, kuram ir pieredze, t. i., kuru riciba ir veésturisko datu baze, kas aprakstita 14.—
18. punkta.

Dati par vesturiskajam kontrolém
Kompetences noskaidrosanas laika laboratorijai janosaka:
— vésturisko pozitivo kontrolu diapazons un sadalijjums un

— veésturisko negativo kontrolu diapazons un sadaljjums.
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Pirmoreiz iegtistot datus par vésturisko negativo kontrolu sadalijumu, paralélajam negativajam kontrolém jaatbilst
publicétajiem datiem par kontrolém, ja tadi ir. Vésturisko kontrolu sadalijumam tiekot papildinatam ar arvien
lielaku daudzumu eksperimentalo datu, paralélajam negativajam kontrolém ideala gadijuma jabat 95 % minéta
sadaljjuma kontroles robezas. Laboratorijas vésturisko negativo kontrolu datubazei jabut statistiski robustai, lai
nodro$inatu laboratorijas sp&ju novértét tas negativo kontrolu datu sadalijumu. Avoti liecina, ka javeic vismaz
10 eksperimenti, bet vélami bitu vismaz 20 eksperimenti, kas veikti salidzinimos eksperimenta apstaklos. Lai
noteiktu laboratorijas datu variabilitati un paraditu, ka laboratorija §1 metodologija “tiek kontroléta”, laboratorijam
jaizmanto kvalitates kontroles metodes, piem., kontroldiagrammas (piem., C diagrammas vai X joslu diagrammas
(23)). Papildu ieteikumi par vésturisko datu izveidi un izmantosanu (t. i., kritériji datu ieklausanai vésturiskajos
datos un izslégSanai no tiem un konkréta eksperimenta pienemamibas kritériji) atrodami literatiira (24).

Ja laboratorija kompetences noskaidroSanas laika (sk. 13. punktu) neveic pietickami daudz eksperimentu, lai
izveidotu statistiski robustu negativo kontrolu sadalfjumu (sk. 15. punktu), ir pienemami 3o sadalfjumu izveidot,
veicot pirmos regularas izmantosanas testus. Tada gadijuma jaievéro literatiira (24) izklastitie ieteikumi, un $ajos
eksperimentos iegiitajiem negativo kontrolu rezultatiem jaatbilst publicétajiem negativo kontrolu datiem.

Jebkadas izmainas eksperimenta protokola jaapsver, nemot véra to ietekmi uz eksperimenta iegiitajiem datiem;
jasaglaba to atbilstiba laboratorijas esosajai vésturisko kontrolu datubazei. Jauna vésturisko kontrolu datubaze
javeido vienigi batisku neatbilstibu rezultata, ja eksperts atzinis, ka sadalijjums atskiras no iepriekséja sadaljjuma (sk.
15. punktu). Veidojot jaunu datubazi, lai varétu veikt testu, nav nepiecie$ama pilniga negativo kontrolu datubaze, ja
vien laboratorija var pieradit, ka paralélo negativo kontrolu vértibas atbilst vai nu iepriekséjas datubazes datiem, vai
ar ar attiecigajiem publicétajiem datiem.

Negativo kontrolu datos jaietver informacija par mikrokodolus saturo$u nenobriedusu eritrocitu sastopamibu katra
dzivnieka. Paralelajam negativajam kontrolem ideala gadijuma jabat 95 % laboratorijas vésturisko negativo kontrolu
datubazes sadalijuma kontroles robezas. Ja dati no paralélajam negativajam kontrolém neietilpst 95 % kontroles
robezas, tie var bit pienemami ieklauSanai vésturisko kontrolu sadalijuma, ja vien Sie dati nav parmerigi anomalas
vértibas un ir pieradijumi, ka testa sistéma “tick kontroléta” (skatit 15. punktu), un nav pieradijumu, ka bitu
pielautas tehniskas vai cilveka kladas.

METODES APRAKSTS

Sagatavosanas

Dzivnieku sugas izvele

Jaizmanto veseli, jauni pieaugusi tipisku laboratorijas celmu dzivnieki. Var izmantot peles, Zurkas vai citas
piemérotas sugas ziditajus. Ja tiek izmantotas perifériskas asinis, janosaka, vai inducéto mikrokodolu detektésanu
izraudzitaja suga netraucé mikrokodolus saturo$o $inu atdaliSana no asinim liesa. Tas skaidri pieradits attieciba uz
pelu un Zurku perifériskajam asinim (2). Ja Zurku un pelu vieta izmanto citas sugas, parskata jasniedz to
izmantosanas zinatniskais pamatojums. Ja grauzgjus neizmanto, ieteicams inducéta mikrokodola mérfjumu integrét
cita piemérota toksicitates testa.
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Dzivnieku turésanas un baroSanas apstakli

Grauzgju gadijuma telpa, kura tur eksperimenta dzivniekus, jabat 22 °C ( £ 3 °C) temperatiirai. Ideala gadijuma
relativajam mitrumam jabat 50-60 % robezas, bet katra zina vismaz 40 % un, velams, ne augstakam par 70 %,
iznemot telpu uzkopsanas laiku. Dzivniekus 12 stundas diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas —
tumsa. Var izmantot parasto laboratorijas baribu ar neierobezotu piekluvi dzeramajam tdenim. Baribas izvéli var
ietekmét vajadziba tai piemaisit testgjamo kimikaliju, ja kimikaliju ievada $ada cela. Ja nav gaidama agresiva
uzvediba, grauzgji jatur nelielas (ne vairak par pieciem uz vienu biri) viena dzimuma un vienadas apstrades grupas,
vélams, biiros ar cietu gridu un pienacigu vides bagatinajumu. Vienigi tad, ja tas ir zinatniski pamatoti, dzivniekus
var turét atseviski.

Dzivnieku sagatavosana

Parasti izmanto veselus, jaunus pieauguSus dzivniekus (vélams, 6-10 nedélas vecus grauz&jus apstrades sakuma,
taCu ir pienemami ari mazliet vecaki dzivnieki), kurus péc nejausibas principa sadala kontroles un apstrades grupas.
Katru dzivnieku unikald veida identificé, izmantojot humanu, minimali invazivu metodi (piem., apgredzenojot,
izmantojot krotalijas, ievietojot mikroshému vai izmantojot biometrisko identificéSanu, bet ne apgriezot ausis vai
pirkstus) un vismaz piecas dienas aklimatizé laboratorijas apstakliem. Biirus izvieto ta, lai iespéjami mazinatu biru
novietojuma varbiitéjo ietekmi. Jaizvairas no pozitivas kontroles un testgjamas kimikalijas savstarpéjas kontami-
nacijas. Petjjuma sakuma dzivnieku svara atskiribam jabat minimalam un tas nedrikst parsniegt +20 % no vidgja
svara, kas noteikts katram dzimumam atseviski.

Devu sagatavosana

Pirms dzivniekiem dot devas, cietas testéjamas kimikalijas jaizskidina vai jasuspendé piemérotos $kidinatajos vai
nes&jos vai japievieno baribai vai dzeramajam tidenim. Skidras test§jamas kimikalijas var dot tadas pasas vai pirms
dosanas atskaidit. Atkariba no testéjamas kimikalijas fizikalkimiskajam ipasibam inhalativa ekspozicija var notikt ar
gazi, tvaiku vai cietu/Skidru dalinu aerosolu. Ja vien dati par testéjamas kimikalijas preparatu stabilitati neliecina, ka
tos var uzglabat, un neparedz pienacigus uzglabasanas apstaklus, jaizmanto svaigi pagatavoti preparati.

Testésanas apstakli

Skidinatajs/nesejs

Lietotajas devas $kidinatajam vai neséjam nedrikst bat toksiskas ietekmes un tas nedrikst bat spéjigs reagét ar
testéjamo kimikaliju. Citu, mazak izplatitu $kidinataju vai neséju izmanto$ana japamato ar atsauces datiem par to
saderibu. Kad vien iesp&ams, vispirms jaapsver, vai neizmantot $kidinataju vai neséjus uz fdens bazes. Plasi
izmantoti saderigi $kidinatajijneséji ir, piem., Gidens, fiziologiskais $kidums, metilcelulozes $kidums, karboksimetilce-
lulozes natrija sals skidums, olivella un kukuriizas ella. Ja nav pieejami vésturiski vai publicéti kontrolu dati, kas
apliecinatu, ka izvéletais atipiskais $kidinatajs/neséjs neinducé mikrokodolus vai citu kaitigu ietekmi, javeic
sakotnéjs pétijums, lai noteiktu skidinataja/neséja kontroles pienemamibu.
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Kontroles

Pozitivas kontroles

Parasti katra testa jaieklauj dzivnieku grupa, kas apstradata ar pozitivas kontroles kimikaliju. To var nedarit, ja testa
laboratorija ir pieradijusi savu kompetenci $a testa veik§ana un ir izveidojusi veésturisko pozitivo kontrolu
diapazonu. Ja paraléla pozitiva kontrolgrupa netiek ietverta, katra eksperimenta jaieklauj novértésanas kontroles
(fikseti un neiekrasoti priekSmetstiklini vai $Gnu suspensiju paraugi — atkariba no novértéSanas metodes). To var
panakt, pétijuma novértéSana ieklaujot pienacigus etalonparaugus, kas iegfiti un saglabati no atseviska porzitivas
kontroles eksperimenta, ko veic periodiski (piem., ik péc 6—18 meénesiem), piem., kompetences testésanas laika un
péc tam regulari péc vajadzibas.

Pozitivas kontroles kimikalijam konsekventi jarada detektgjams mikrokodolu bieZuma pieaugums, kas parsniedz
spontano limeni. Veicot manualu novérteSanu ar mikroskopu, pozitivas kontroles devas izvélas ta, lai to ietekme
batu skaidri redzama, tomér nolasitdjs nevarétu uzreiz atklat kodéto paraugu identitati. Ir pielaujami pozitivo
kontroli ievadit cita cela neka testegjamo kimikaliju, izmantojot citu apstrades grafiku, un paraugoSanu veikt tikai
viena bridi. Turklat attieciga gadjjuma var apsvert tadu pozitivas kontroles kimikaliju izmantoSanu, kas pieder pie
atbilstosam kimikaliju grupam. Pozitivas kontroles kimikaliju pieméri sniegti 1. tabula.

1. tabula

Pozitivas kontroles kimikaliju pieméri

Kimikalijas un CAS Nr.

Etilmetansulfonats [CAS Nr. 62-50-0]

Metilmetansulfonats [CAS Nr. 66-27-3]

Etilnitrozourinviela [CAS Nr. 759-73-9]

Mitomicins C [CAS Nr. 50-07-7]

Ciklofosfamids (monohidrats) [CAS Nr. 50-18-0 (CAS Nr. 6055-19-2)]

Trietilénmelamins [CAS Nr. 51-18-3]

Kolhicins [CAS Nr. 64-86-8] vai vinblastins [CAS Nr. 865-21-4] — ka aneigéni

Negativas kontroles

Negativas kontroles dzivnieku grupu ieklauj visos paraugosanas laikos un ar to apietas tapat ka ar apstrades grupu,
bet to neapstrada ar testgjamo kimikaliju. Ja testéjamo kimikaliju ievada ar skidinataju/neséju, $is $kidinatajs/neséjs
jasanem arl kontrolgrupai. Tomer, ja testéjosas laboratorijas vésturiskie negativo kontrolu dati par katru
paraugosanas laiku liecina, ka atskiribas starp dzivniekiem pastavigi ir lidzigas un lidzigs ir ari to $unu
sastopamibas biezums, kuram ir mikrokodoli, var bat pietickami negativo kontroli paraugot tikai vienreiz. Ja
negativo kontrolu paraugo$anu veic tikai vienreiz, to vajadzétu darit pirmaja paraugo$anas reizé.
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Ja izmanto perifériskas asinis, tad gadjjumos, kad iegiitie dati saskan ar testéjosas laboratorijas vésturisko kontrolu
datubazi, paralelas negativas kontroles vieta Istermina pétjjumos ir pienemami izmantot pirmsapstrades paraugu. Ir
pieradits, ka Zurkam pirmsapstrades paraugo$ana mazos tilpumos (piem., neparsniedzot 100 pl diend) mikrokodolu
fona biezumu ietekmé minimali (25).

PROCEDURA

Dzivnieku skaits un dzimums

Parasti mikrokodolu atbildreakcija téviniem un matitém ir lidziga, tapéc lielako dalu pétijumu iesp&ams veikt ar
tiklab viena ka otra dzimuma dzivniekiem (26). Dati, kas liecinatu par relevantam atskiribam starp téviniem un
matitém (piem., atSkiribam, kas saistitas ar sistémisko toksicitati, metabolismu, biopieejamibu, toksicitati kaulu
smadzeném u. c., piem., diapazona noteikSanas pétijuma), mudinatu izmantot abus dzimumus. Tada gadijuma var
bat lietderigi veikt pétijumu ar abu dzimumu dzivniekiem, pieméram, atkartotas devas toksicitates pétjjuma
ietvaros. Izmantojot abu dzimumu dzivniekus, var bit lietderigi izmantot faktorialo planu. Sikaka informacija par
datu analizé$anu, izmantojot 3o planu, ir sniegta 2. papildinajuma.

Sakot pétijumu, jaizveido pietiekami lielas grupas, lai viena grupa bitu vismaz pieci analizéjami viena dzimuma
dzivnieki vai, ja tiek izmantoti abu dzimumu dzivnieki, vismaz pieci analiz§ami katra dzimuma dzivnieki.
Gadijumos, kad cilvéka organisma eksponétiba kimikalijam var bt atskiriga atkariba no dzimuma, ka ir, pieméram,
ar daziem farmaceitiskajiem preparatiem, testu veic ar attiecigd dzimuma dzivniekiem. Ar pieméru ilustrjot
maksimala tipiska dzivnieku skaita prasibas — atbilstigi 37. punkta paredzétajiem parametriem kaulu smadzenu
pétijuma ar trim devu grupam un paralélam negativajam un pozitivajam kontrolém (pieci viena dzimuma dzivnieki
katra grupa) biitu nepiecieSami 25-35 dzivnieki.

Devu lielums

Ja tiek veikts iepriek3éjs diapazona noteik$anas pétijums, jo nav pieejami pieméroti dati, kas palidzétu izvéleties
devu, tas javeic taja pasa laboratorija, izmantojot to pasu sugu, celmu, dzimumu un apstrades rezimu, kas tiks
izmantots galvenaja testa (27). Pétijums javeic ar merki identificét maksimalo panesamo devu (MTD), kas ir lielaka
pielaujama deva, kura pétjjuma ilgumam atbilstosa laika ir panesama bez pétijjumu ierobeZojosas toksicitates
pazimju izraisiSanas (piem., inducé kermena svara samazinaSanos vai hematopoétiskas sistémas citotoksicitati, bet
neizraisa navi vai tadas sapju, cie$anu vai diskomforta pazimes, ka dé| batu javeic humana eitanazija (28)).

Lielako devu var definét ari ka tadu devu, kas rada toksicitati kaulu smadzenés (piem., nenobriedusu eritrocitu
ipatsvara samazinaSanas attieciba pret to kopgjo skaitu kaulu smadzenés vai periferiskajas asinis par vairak neka
50 %, bet ne mazak ka lidz 20 % no kontroles vértibas). Tomér, analizéjot CD71-pozitivas $iinas perifériskaja
asinsrité (t. i, ar plismas citometriju), §1 pavisam jauna nenobriedusu eritrocitu frakcija uz toksiskiem faktoriem
reagé atrak neka lielaka nenobriedusu RNS-pozitivu eritrocitu kohorta. Tapéc akiitas ekspozicijas testos, kuros
analizé CD71-pozitivo nenobrieduso eritrocitu frakciju, var bt novérojama lielaka skietama toksicitate neka testos,
kuros nenobriedusus eritrocitus identifice péc RNS satura. Sa iemesla dé], ja apstradi eksperimenta veic piecas
apmeéra samazina CD71-pozitivo nenobriedu$o eritrocitu Ipatsvaru attieciba pret kopgjo eritrocitu skaitu, tam
neklastot mazakam par 5 % no kontroles vértibas (29).

Kimikalijas, pie kuram novérojams toksikokinétisko procesu piesatindgjums vai kuras inducé detoksifikacijas
procesus, kas péc ilgtermina ievadiSanas var radit eksponétibas samazinajumu, var bit devu noteikanas kritériju
iznémumi, un katrs gadijums jaizvérté atseviski.
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Lai iegiitu informaciju par devas-atbildreakcijas sakaribu, pilniga pétjjuma jaieklauj negativa kontrolgrupa un
vismaz tris devu limeni, kuru atstatuma koeficients parasti ir 2, bet neparsniedz 4. Ja testg§jama kimikalija
diapazona noteikSanas pétjjuma toksicitati nerada vai to nerada saskana ar esoSajiem datiem, lielakajai devai
14 dienu vai garaka ievadiSanas perioda jabat 1 000 mg/kg kermena svara diena, bet ievadiSanas periodos lidz
14 dienam — 2 000 mg/kg kermena svara diena. Ja testéjama kimikalija toksicitati tomér izraisa, MTD jabut
augstakajai ievaditajai devai un izmantotajiem devu limeniem bitu jaaptver diapazons, kas aptver gan maksimalo
devu, gan devu, kas ir maztoksiska vai netoksiska. Ja pie visiem testétajiem devu limeniem tiek novérota toksiska
ietekme uz mérkaudiem (kaulu smadzeném), ieteicams veikt vél vienu pétjjumu ar netoksiskam devam. Pétijumos,
kuros planots pilnigak raksturot kvantitativo atbildreakciju uz devu, var bat nepiecie$ams izmantot papildu devu
grupas. Atseviskiem test§jamo kimikaliju veidiem (piem., cilvéku zalém), uz kuriem attiecas konkrétas prasibas, $is
robezas var atskirties.

RobeZtests

Ja devu diapazona noteiksanas eksperimenti vai dati no saistitiem dzivnieku celmiem liecina, ka apstrades rezims
vismaz ar robezdevu (sk. talak) nekadu novérojamu toksisku ietekmi (ne pazeminatu kaulu smadzenu $tnradi, ne
citas pazimes, kas liecinatu par citotoksisku ietekmi uz mérkaudiem) nerada, un ja, pamatojoties uz genotoksicitates
in vitro pétijumiem vai datiem par strukturali radniecigam kimikalijam, genotoksicitate nav paredzama, var uzskatit,
ka veikt pilnu petijumu ar trim devu limeniem nav nepiecieSams, ja vien ir pieradits, ka testéjama(-s) kimikalija(-s)
mérkaudus (kaulu smadzenes) sasniedz. Tados gadijumos var pietikt ar vienu devas limeni — robezdevu. Attieciba
uz 14 dienu vai garaku ievadiSanas periodu robezdeva ir 1 000 mg/kg kermena svara diena. Attieciba uz
ievadiSanas periodu lidz 14 dienam robezdeva ir 2 000 mg/kg kermena svara diena.

Devu ievadisana

Testa planosana janem véra, kads varétu bt cilvéka ekspozicijas cels. Ja vien tas ir pamatoti, var izvéléties dazadus
ekspozicijas celus, piem., uznemsanu ar baribu, dzeramo tideni, ievadi§anu zemadas audos, intravenozu ievadisanu,
uzpem$anu orala cela (ar gavazu), inhalaciju, uznemsanu intratraheali vai implantacijas cela. Jebkura gadijuma cels
jaizvelas ta, lai nodroSinatu meérkaudu pienacigu ekspoziciju. Parasti nav ieteicama intraperitoneala injekcija, jo
cilvekam $ads ekspozicijas cel$ nav raksturigs, un ta bitu jaizmanto tikai ar konkrétu zinatnisko pamatojumu. Ja
testgjamo kimikaliju piejauc baribai vai dzeramajam tdenim, jo ipadi ar vienreiz&u devu, jarapéjas, lai starp
partikas un Gidens patérinu un paraugo$anu paietu pietickami daudz laika, lai batu iesp&jams detektét ietekmes (sk.
37. punktu). Maksimalais $kidruma tilpums, ko viena panémiena var ievadit ar gavazu vai injekciju, ir atkarigs no
testa dzivnieka lieluma. Parasti tilpums nedrikst parsniegt 1 ml uz 100 g kermena svara, iznemot Gdens $kidumu
gadjjumu, kad var lietot ne vairak ka 2 ml uz 100 g kermena svara. Ja izmanto lielaku tilpumu, tas japamato.
Iznemot gadijumus, kad tiek izmantotas kairinosas vai korozivas testgjamas kimikalijas, kuru ietekme lielakas
koncentracijas parasti ir izteiktaka, ir [idz minimumam jasamazina tilpuma variabilitate, koriggjot koncentraciju ta,
lai visos devu limenos tilpuma attieciba pret kermena svaru saglabatos vienada.

Apstrades kartiba

Velams veikt 2 vai vairakas apstrades, ievadiSanu veicot ik péc 24 stundam, jo Ipasi tad, ja Sis tests tiek integréts
citos toksicitates pétjjumos. Alternativa gadijuma apstrades var veikt vienu reizi, ja tas ir zinatniski pamatoti (piem.,
ir zinams, ka test&jamas kimikalijas bloké stinas ciklu). Testéjamas kimikalijas devu var dot ari daliti, t. i., divreiz vai
biezak viena un taja pasa diena ne vairak ka ik péc 2-3 stundam, kas var biit vajadzigs gadjjumos, kad jaievada liels
tilpums. Tada gadjjuma vai tad, ja test§jamo kimikaliju ievada ar inhalaciju, paraugoSanas laiks japlano,
pamatojoties uz pédgjas devas laiku vai ekspozicijas beigam.
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Testu var veikt ar pelém vai Zurkam viena no talak noraditajiem trim veidiem.

a. Dzivniekus ar testgjamo kimikaliju apstrada vienreiz. Kaulu smadzenu paraugus nem vismaz divas reizes (no
neatkarigam dzivnieku grupam) ne atrak ka 24 stundas péc apstrades un ne vélak ka 48 stundas péc apstrades
ar pienacigu(-iem) intervalu(-iem) starp paraugo$anas reizém, ja vien nav zinams, ka testgjamajai kimikalijai ir
loti gar$ pussabruksanas periods. Paraugu nemsana atrak neka 24 stundas péc apstrades ir japamato. Periférisko
asinu paraugus (no vienas un tas paSas dzivnieku grupas) pem vismaz divreiz: pirmo reizi ne atrak ka
36 stundas péc apstrades, ar piemérotu(-iem) intervalu(-iem) péc pirmas paraugoSanas, bet ne vélak ka
72 stundas péc apstrades. Pirmaja paraugoSanas reizé jaapstrada visas devu grupas un jasavac paraugi analizei,
tatu nakamaja(-s) paraugoSanas reizé(-s) jaievada tikai lielaka deva. Ja viena paraugosanas reizé tiek detektéta
pozitiva atbildreakcija, papildu paraugo$ana nav javeic, ja vien nav nepiecieSams iegiit kvantitativu informaciju
par atbildreakciju uz devu. Aprakstitie ievaksanas laiki izriet no mikrokodolu paradi$anas un pazusanas
kinétikas $o divu veidu audos.

b. Gadijumos, kad veic divas apstrades diena (piem., divas apstrades ar 24 stundu intervalu), paraugus nem vienu
reizi 18 lidz 24 stundu laika péc galigas apstrades gadijumos, kad nem kaulu smadzenu paraugus, vai 36 lidz
48 stundu laika péc galigas apstrades gadijumos, kad pem periférisko asinu paraugus (30). Aprakstitie
ievaksanas laiki izriet no mikrokodolu paradianas un pazusanas kinétikas $o divu veidu audos.

c. Ja apstrade notiek tris vai vairak reizes diena (piem., tris vai vairak apstrades ar apméram 24 stundu
intervaliem), kaulu smadzenu paraugosana javeic ne vélak ka 24 stundas péc pédgjas apstrades, bet perifériskas
asinis jasavac ne vélak ka 40 stundas péc pedéjas apstrades (31). Saja apstrades varianta var apvienot “kométas”
testu (piem., paraugojot 2—6 stundas péc pédéjas apstrades) un mikrokodolu testu un mikrokodolu testu integrét
atkartotas devas toksicitates pétijumos. Apkopotie dati liecina, ka mikrokodolu induce$anos $ados garakos
laikposmos iesp&jams novérot, ja ievadiSana ir veikta 3 vai vairak reizu (15).

Attiecigd un zinatniski pamatotd gadijuma, ka ari gadijjumos, kad tas atvieglotu testa savienoSanu ar citiem
toksicitates testiem, drikst izmantot citus devu do$anas vai paraugosanas reZzimu.

Novérojumi

Katru dienu vismaz reizi diend, vélams — viena laika vai laikos un nemot véra gaidamo ietekmju maksimum-
periodu péc aplicéSanas, jaizdara visparéji testa dzivnieku kliniskie novérojumi un jaregistré novérotas kliniskas
pazimes. Devas doSanas perioda visus dzivniekus vismaz divreiz diena novéro attieciba uz morbiditati un mirstibu.
Pétijuma sakuma, atkartotas devas pétijumos vismaz reizi nedéla un eitanazijas laika visi dzivnieki janosver.
Pétijumos, kuri ilgst vismaz vienu ned€lu, vismaz reizi nedéla jameéra partikas patérins. Ja testg§jamo kimikaliju
ievada ar dzeramo tdeni, Gdens patérin$ jameéra katru reizi, kad tdens tiek mainits, un vismaz reizi nedéla.
Dzivniekus, kam novérojamas parliekas toksicitates neletalas pazimes, pirms testa perioda beigam humani eitanazé
(28). Dazos gadijumos var monitorét dzivnieku kermena temperatiiru, jo ir pamats domat, ka apstrades izraisita
hipertermija un hipotermija var radit maldino$us rezultatus (32) (33) (34).

Meérkaudu ekspozicija

Asins paraugi janem pienaciga(-os) laika(-os), lai biitu iesp&jams noskaidrot testéjamas kimikalijas limeni plazma un
gadijumos, kad tas vajadzigs un citu datu par ekspoziciju nav, varétu pieradit, ka kaulu smadzenu ekspozicija ir
notikusi (sk. 48. punktu).
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Kaulu smadzenu/fasinu sagatavosana

Kaulu smadzenu $tnas parasti iegiist no dzivnieku augsstilba kaula vai lielkaula talit péc humanas eitanazijas.
Parasti $tinas iznem, sagatavo un iekraso ar visparpiepemtam metodém. Mazus periférisko asinu daudzumus
saskana ar atbilstigajam dzivnieku labturibas normam var iegiit, izmantojot metodi, kas testa dzivniekam lauj
izdzivot, pieméram, pemot asinis no astes vénas vai cita piemérota asinsvada vai veicot sirds punkciju vai
paraugo$anu no liela asinsvada dzivnieka eitanazijas bridi. Gan uz kaulu smadzenu, gan periférisko asinu eritrocitu
gadijuma atkariba no analizes metodes tinas var nekavéjoties supravitali iekrasot (16) (17) (18), sagatavo uztriepes,
ko péc tam iekraso apskatiSanai mikroskopa vai pienacigi fiksé un iekraso plismas citometriskajai analizei. Lietojot
DNS specifisku krasvielu [pieméram, akridinoranzo (35) vai Hoechst 33258 ar pironinu Y (36)], iesp&ams
izvairities no dalas artefaktu, kas saistiti ar DNS nespecifisku krasvielu izmantosanu. Si prieksrociba neizslédz
tradicionalo krasvielu izmanto$anu (piem., Gimzas krasvielu mikroskopiskajai analizei). Var izmantot ari papildu
sistémas [piem., celulozes kolonnas to $inu atdali$anai, kuram ir kodoli (37) (38)], ar nosacijumu, ka ir pieradits $o
sistému saderigums ar paraugu sagatavoSanu laboratorija.

Gadijumos, kad $is metodes ir izmantojamas, var izmantot antikinetohora antivielu metodi (39), FISH ar pancentro-
mériskam DNS zondém (40) vai in situ ieziméSanu ar pancentromérpecifiskiem praimeriem kombinacija ar DNS
iekrasoSanu ar kontrasta krasvielu (41), lai identificétu mikrokodolu ipatnibas (hromosomas | hromosomu
fragmenti) ar merki noteikt, vai mikrokodolu inducés$anas mehanisms ir saistits ar klastogénu unfvai ar aneigénu
aktivitati. Ja ir pieradita to efektivitate, var izmantot citas klastogénu un aneigénu diferenciacijas metodes.

Analize (manuala un automatiska)

Visi analizéjamie priek$metstiklini vai paraugi, tostarp no pozitivajam un negativajam kontrolém, pirms jebkada
veida analizes neatkarigi jakodé un jarandomizé, lai manualajam veértétajam nebitu zinams, vai un ka tie apstradati;
tada kodéSana nav javeic, ja izmanto automatiskas novértésanas sistémas, kuras neveic vizualu apskati un kuras
nevar ietekmét operatora neobjektivitate. Katram dzivniekam nosaka nenobrieduso eritrocitu skaita attiecibu pret
eritrocitu kopéjo skaitu (nenobriedusie + nobriedusie), saskaitot vismaz 500 eritrocitus, ja izmanto kaulu
smadzenes, un vismaz 2 000 eritrocitus, ja izmanto perifériskas asinis (42). Lai noteiktu mikrokodolus saturosu
nenobriedusu eritrocitu biezumu, novérté vismaz 4000 nenobriedusu mikrokodolus saturo$u eritrocitu no katra
dzivnieka (43). Ja vésturisko negativo kontrolu datubazes dati liecina, ka vid&ais mikrokodolus saturosu
nenobriedu$u eritrocitu fona bieZums test€josaja laboratorija ir < 0,1 %, jaapsver papildu $Gnu novértésana.
Analizgjot paraugus, nenobrieduSo eritrocitu Ipatsvars attieciba pret kopigo eritrocitu skaitu apstradatajos

un nedrikst bat mazaks par apméram 5 % no nesgja/skidinataja kontroles Ipatsvara, ja CD71+ nenobrieduSos
eritrocitus novérté ar citometriskam metodém (sk. 31. punktu) (29). Pieméram, ja kaulu smadzenu testa, kura
novértésanu veic ar mikroskopu, nenobrieduso eritrocitu kontroles ipatsvars kaulu smadzenés ir 50 %, toksicitates

augseja robeza bitu 10 % nenobriedusu eritrocitu.

Ta ka zurku liesa mikrokodolus saturo$us eritrocitus izol€ un iznicina, lai Zurku periférisko asinu analizé saglabatu
augstu testa jutibu, vélams analizét tikai mikrokodolus saturo$o nenobrieduSo eritrocitu jaunako frakciju.
[zmantojot automatiskas analizes metodes, nenobriedusakos eritrocitus iesp&jams identificét, pamatojoties uz to
augsto RNS saturu vai augsto transferina receptoru (CD71+) limeni uz virsmas (31). Tomér dazadu iekrasoSanas
metoZu tiesa salidzinasana konstatéts, ka apmierino$us rezultatus iesp&jams iegiit ar dazadam metodem, tostarp ar
tradicionalo iekrasosanu ar akridinoranzo (3) (4).
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DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Rezultatu apstrade

Datus par katru dzivnieku apkopo tabula. Katram analiz€jamajam dzivniekam atseviski norada novértéto
nenobrieduo eritrocitu skaitu, nenobrieduso mikrokodolus saturo3o eritrocitu skaitu un nenobrieduso eritrocitu
ipatsvaru attieciba pret visiem eritrocitiem. Ja peles nepartraukti apstrada 4 nedélas vai ilgak, jasniedz ari dati par
nobrieduso mikrokodolus saturo$o eritrocitu skaitu un ipatsvaru, ja tadi dati tiek iegiiti. Jazino ari dati par
dzivniekiem novéroto toksicitati un kliniskajam pazimém.

Pienemamibas kritériji
Testa pienemamibu nosaka, pamatojoties uz $adiem kritérijiem:

a. paralelas negativas kontroles dati tiek uzskatiti par pienemamiem ieklausanai laboratorijas vésturisko kontrolu
datubaze (sk. 15.-18. punktu);

b. paralélas pozitivas kontroles vai novértéSanas kontroles inducé atbildreakcijas, kas atbilst tam, kuras generétas
vésturisko pozitivo kontroJu datubazé ieklautajas kontroles, un izsaka statistiski ievérojamu pieaugumu salidzi-
najuma ar paralélo negativo kontroli (sk. 24.-25. punktu);

c. ir analizéts pienacigs devu un $iinu skaits;

d. lielakas devas izvéles kritériji atbilst 30.-33. punkta aprakstitajiem kriterijiem.

Rezultatu izvertéSana un interpretéSana
Ja ir izpilditi visi pienemamibas kritériji, testéjamo kimikaliju uzskata par viennozimigi pozitivu, ja:

a. vismaz vienai no apstrades grupim novérojams statistiski nozimigs nenobriedusu mikrokodolus saturosu
eritrocitu biezuma pieaugums salidzindjuma ar paralélo negativo kontroli;

b. So pieaugumu izvértéjot ar atbilstosu trenda testu, vismaz viena paraugoSanas reizé ir konstatéjama pieauguma
sakariba ar devu; un

c. kads no Siem rezultatiem atrodas arpus vésturisko negativo kontrolu datu sadaljjuma (piem., 95 % kontroles
robezam péc Puasona sadalijuma).

Ja konkrétaja paraugosanas laika tiek izvérteta tikai lielaka deva, testgjamo kimikaliju uzskata par viennozimigi
pozitivu, ja novérojams statistiski nozimigs pieaugums salidzinajuma ar paralélo negativo kontroli un rezultati
atrodas arpus vesturisko negativo kontrolu datu sadaljjuma (piem., 95 % kontroles robezam péc Puasona
sadalijuma). leteikumi par piemérotakajam statistiskajam metodém atrodami literatiira (44) (45) (46) (47). Veicot
devas—atbildreakcijas analizi, jaanalizé vismaz tiis apstradatas devu grupas. Statistikas testos eksperimenta vieniba ir
dzivnieks. Pozitivi mikrokodolu testa rezultati liecina, ka testéjamas kimikalijas ietekmé hromosomu bojajumu vai
mitotiska aparata bojajumu rezultata testa izmantotas sugas dzivnieku eritroblastos veidojas mikrokodoli. Ja tika
veikts tests centroméru detektéSanai mikrokodolos, testéjama kimikalija, kas rada centromérus saturoSus
mikrokodolus (centromériska DNS vai kinetohors norada uz visas hromosomas zudumuy), kalpo par pieradijumu
tam, ka testgjama kimikalija ir aneigéns.

Ja ir izpilditi visi pienemamibas kritériji, testgjamo kimikaliju uzskata par viennozimigi negativu, ja visos
izvertétajos eksperimentalajos nosacijumos:

a. nevienai no apstrades grupam nav novérojams statistiski nozimigs nenobriedusu mikrokodolus saturosu
eritrocitu biezuma pieaugums salidzinajuma ar paral€lo negativo kontroli;
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b. to izvért&jot ar atbilstosu trenda testu, neviena paraugoSanas reizé nav konstatgjama pieauguma sakariba ar
devu;

c. visi rezultati atrodas vésturisko negativo kontrolu datu sadalijuma robezas (piem., 95 % kontroles robezas péc
Puasona sadaljjuma) un

d. kaulu smadzenes ir bijusas eksponétas testéjamai(-am) kimikalijai(-am).

leteikumi par piemérotakajam statistiskajam metodém atrodami literatiira (44) (45) (46) (47). Par kaulu smadzenu
eksponétibu testgjamajai kimikalijai var liecinat, pieméram, nenobrieduso/nobrieduso eritrocitu attiecibas samazi-
nasanas vai testé§jamas(-o) kimikalijas(-u) limena merijums plazma vai asinis. Intravenozas ievadiSanas gadijuma
pieradijumi par eksponétibu nav nepiecieSami. Alternativi kaulu smadzenu eksponétibas pieradiSanai var izmantot
ADME datus, kas iegati neatkariga pétijuma, kura izmantots tas pats cel$ un ta pati suga. Negativi rezultati liecina,
ka testa apstaklos test§jama kimikalija testa sugas dzivniekos neinducé mikrokodolu veidosanos nenobriedusos
eritrocitos.

Nav prasibas viennozimigi pozitivu vai viennozimigi negativu atbildreakciju verificét.

Gadijumos, kad atbildreakcija nav viennozimigi negativa vai pozitiva, lai palidzétu noteikt rezultata biologisko
relevantumu (piem., vaj$ vai neskaidrs pieaugums), dati janovérté ekspertam un/vai japabeidz eso$o eksperimentu
sikaka izskati§ana. DaZos gadjjumos varétu but lietderigi analizét lielaku skaitu $tnu vai veikt atkartotu
eksperimentu, izmantojot mainitus eksperimenta apstaklus.

Retos gadijumos pat péc sikakas izskatiSanas dati nelauj secinat, ka testéjama kimikalija rada pozitivus vai negativus
rezultatus, un tad uzskata, ka pétijjuma rezultats ir neskaidrs.

Testésanas parskats

Testé$anas parskata jaieklauj talak noradita informacija.

Kopsavilkums

Testgjama kimikalija:

— avots, sérijas numurs, izmantoSanas termins, ja pieejams,

— testgjamas kimikalijas stabilitate, ja ta zinama.

Vienkomponenta viela:

— fiziskais izskats, $kidiba ideni un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas,

— Kkimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai InChl kods, struktiir-
formula, tiriba, attieciga gadijuma, ja tas ir praktiski iespéjams, piemaisijumu kimiska identitate u. c.

Daudzkomponentu viela, UVCB un maisijumi:

— ciktal iesp&jams, raksturoti ar sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks), kvantitativo saturu un relevantajam
fizikalkimiskajam Ipasibam.

Testejamas kimikalijas sagatavosana:
— neséja izveles pamatojums,

— test&jamas kimikalijas skidiba un stabilitate $kidinataja/nesgja, ja ta zinama,
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— baribas, dzerama tdens vai inhalaciju preparatu sagatavosana,

— analitiskie secinajumi par preparatiem (piem., stabilitate, homogenitate, nominalas koncentracijas), ja tie izdariti.
Testa dzivnieki:

— izmantota suga/celms un ta izmantoSanas pamatojums,

— dzivnieku skaits, vecums un dzimums,

— izcelsme, turéanas apstakli, barosana u. c.,

— dzivnieku unikalas identificésanas metode,

— istermina pétjjumiem: katra dzivnieka svars testa sakuma un beigas; pétjjumiem, kas notiek ilgak par nedelu:
katra dzivnieka svars un partikas patérin$ pétjjuma laika. leklauj katras grupas dzivnieku kermena svara
diapazonu, vidgjo vértibu un standartnovirzi.

Testesanas apstakli:

— diapazona noteikSanas testa rezultati, ja tas veikts,

— devu limena izvéles pamatojums,

— sika informacija par testgjamas kimikalijas sagatavosanu,

— sika informacija par testgjamas kimikalijas ievadisanu,

— izvéleta ievadiSanas cela un ilguma pamatojums,

— metodes, ka verificets, ka testéjama(-s) kimikalija(-s) nonakusi(-Sas) vispargja asinsrité vai kaulu smadzenés,

— faktiska deva (mg uz vienu kg kermena svara diena), kas aprékinata péc test§jamas kimikalijas koncentracijas
(ppm) bariba | dzeramaja tideni un péc uznemtd daudzuma (attieciga gadijuma),

— sika informacija par baribas un tidens kvalitati,

— eitanazijas panémiens,

— atsapinasanas metode (ja tada izmantota),

— detalizéts apstrades un paraugosanas grafiku apraksts un izvéles pamatojums,
— prieksmetstiklinu sagatavoSanas metodes,

— paraugu izol&anas un saglabasanas procediras,

— toksicitates noveértésanas metodes,

— kritériji, péc kuriem noverté mikrokodolus saturo$us nenobriedusus eritrocitus,

— mikrokodolus saturo§u nenobriedusu eritrocitu biezuma noteikSanai un nenobrieduSo/nobrieduso eritrocitu
attiecibas noteiksanai analizéto katra dzivnieka $tinu skaits,

— peétijuma pienemamibas kritériji,

— metodes, piem., antikinetohoru antivielu vai centromérspecifisku DNS zonzu metode, ar kuram noteikts, vai
mikrokodoli satur veselas vai fragmentétas hromosomas (attieciga gadijuma).
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Rezultati:

— dzivnieka stavoklis pirms testa perioda un ta laika, ari toksicitates pazimes,

— nenobriedusu eritrocitu Ipatsvars attieciba pret eritrocitu kopé€jo skaitu,

— mikrokodolus saturo$u nenobriedusu eritrocitu skaits par katru dzivnieku atseviski,

— mikrokodolus saturo$u nenobriedusu eritrocitu vidgjais skaits + standartnovirze katra grupa,
— ja iesp&jams, devas—atbildreakcijas sakariba,

— izmantota statistiska analize un metodes,

— paralélo negativo un pozitivo kontrolu dati, diapazoni, vidéjas vértibas un standartnovirzes,

— vésturisko negativo un pozitivo kontrolu dati, diapazoni, vidgjas vertibas, standartnovirzes un 95 % kontroles
robezas sadalijumam, ka arT aptvertais laikposms un novérojumu skaits,

— kaulu smadzenu eksponétibu apliecinosi dati,

— raksturojosi dati, kas norada, vai mikrokodoli satur veselas vai fragmentétas hromosomas (attieciga gadijuma),
— izpilditie pozitivas vai negativas atbildreakcijas kritériji.

Rezultatu iztirzajums.

Secinajumi.

Atsauces.
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1. papildinajums

DEFINICIJAS

Centromers: hromosomas rajons(-)), ar kuru(-lem) $tinas dali§anas laika saistas varpstas Skiedras, nodro$inot
meithromosomu pareizu parvieto$anos uz meit§inu poliem.

Kimikalija: viela vai maisjjums.

Eritroblasts: iina, kura joprojaim satur kodolu, agrina eritrocita attistibas posma tie$i pirms parveidoSanas par
nenobriedusu eritrocitu.

Kinetohors: proteinstruktiira, kas veidojas uz eikariotisku $iinu centroméra, mitozes un mejozes laika savieno
hromosomu ar mitozes varpstas mikrocauruli§u polimériem un $tinu daliSanas laika atdala mashromatidas.

Mikrokodoli: mazi kodoli, kas mitozes (mejozes) telofazé izveidojas no aizkavéjusos hromosomu fragmentiem vai
veselam hromosomam atseviski no $tinu galvenajiem kodoliem un tiem papildus.

Normohromatocits jeb nobriedis eritrocits: pilnigi nobriedis eritrocits, kam vairs nav péc enukleacijas atlikusas
RNS unfvai citu islaicigu $tinu markieru, kuriem ir raksturigi izzust péc enukleacijas, kas notiek péc galigas
eritroblasta daliSanas.

Polihromatocits jeb nenobriedis eritrocits: jaunizveidojies eritrocits attistibas vidéja posma, kas iekrasojas gan
ar zilajam, gan sarkanajam klasisko asins krasvielu, piem., Raita—Gimzas krasvielas, dalam, jo jaunaja $tna vél ir
RNS atlikums. Tadas jaunizveidojusas $@inas ir apmeéram tadas paSas ka retikulociti, kurus vizualizg, izmantojot
vitalas krasvielas, kas RNS liek sabiezét retikula. Jaunizveidojusos sarkano asinskermenisu identificéSanai misdienas
biezi izmanto citas metodes, tostarp RNS monohromatisku iekraso$anu ar fluorescéjosam krasvielam vai islaicigu
virsmas markieru, pieméram, CD71, ieziméSanu ar fluorescgjosam antivielam. Polihromatociti, retikulociti un
CD71-pozitivi eritrociti visi ir nenobriedusi eritrociti, bet katram no tiem ir mazliet at3kiriga attistibas pakape.

Retikulocits: jaunizveidojies eritrocits, iekrasots ar vitalo krasvielu, kas atlikusajai $Gnu RNS liek sabiezét
raksturiga retikula. Retikulocitiem un polihromatocitiem ir lidzigas $Gnu attistibas pakapes.

Testéjama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko testé ar 3o testéSanas metodi.
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2. papildinajums
FAKTORALAIS PLANS DZIMUMATSKIRIBU IDENTIFICESANAI IN VIVO MIKROKODOLU TESTA

Faktorialais plans un ta analize

Saskana ar $o planu pie katra koncentracijas limena testé vismaz 5 tévinus un 5 matites, tatad plana tiek izmantoti
vismaz 40 dzivnieki (20 tévini un 20 matites un attiecigas pozitivas kontroles).

Sis plans ir viens no vienkarSajiem faktorialajiem planiem un ir lidzvértigs dispersijas divfaktoru analizei, kur
galvenie apliikotie efekti ir dzimuma un koncentracijas limena efekti. Sos datus var analizét, izmantojot daudzas
statistikas programmatiiras standartpaketes, piem., SPSS, SAS, STATA, Genstat, ka ari izmantojot R.

Saja analizé datu kopas dispersiju sadala dispersija, kas saistita ar dzimumu, dispersija, kas saistita ar koncentraciju,
un dispersija, kas saistita ar dzimumu un koncentraciju mijiedarbibu. Katru no $iem locekliem salidzina ar aplésto
dispersiju starp replikatdzivniekiem viena dzimuma dzivnieku grupas pie vienas un tas pasas koncentracijas. Pilniga
informacija par pamata eso$o metodologiju pieejama daudzas standarta statistikas macibu gramatas (sk. atsauces)
un statistiskajas paketés pieejamajos paligrikos.

Analizi turpina, ANOVA tabula () apskatot mijiedarbibas locekli “dzimums x koncentracija”. Ja mijiedarbibas
loceklis nav nozimigs, visu dzimumu vai visu koncentracijas limenu apkopotas vértibas lauj veikt derigus
starplimenu statistikas testus, pamatojoties uz ANOVA grupa apkopotas dispersijas locekli.

Analizi turpina, dazadam koncentracijam aplésto dispersiju sadalot kontrastos, tadéjadi iegiistot linearus un
kvadratiskus atbildreakciju kontrastus visiem koncentracijas limeniem. Ja mijiedarbibas loceklis “dzimums x koncen-
tracija” ir nozimigs, arl o locekli var sadalit mijiedarbibas kontrastos “linearais loceklis x dzimums” un “kvadratlo-
ceklis x dzimums”. Sie locekli dod iespéju parbaudit, vai koncentraciju atbildreakcijas abiem dzimumiem ir
paralélas vai katram dzimumam ir atskiriga atbildreakcija.

Grupa apkopotas dispersijas aplési var izmantot, lai parveida testos testétu vidgjo vértibu starpibu. Sos salidzi-
najumus var veikt starp abu dzimumu vidéjam vértibam un starp dazadu koncentracijas limenu vidéjam vertibam,
piem., salidzindjumiem ar negativas kontroles limeniem. Nozimigas mijiedarbibas gadijumos iesp&jams veikt salidzi-
najumus starp dazadu koncentraciju vidéjam vértibam viena dzimuma ietvaros vai abu dzimumu vidéjam vértibam
pie vienadas koncentracijas.

Atsauces

Ir daudz statistikas macibu gramatu, kuras apspriesta faktorialo planu teorija, struktiira, metodologija, analize un
interpretacija diapazona no vienkar$akajam divfaktoru analizém un lidz sarezgitakim formam, ko izmanto
“Eksperimentu planoSanas” (‘Design of Experiment”) metodologija. Talak sniegtais saraksts nav izsmelo$s. DaZas
gramatas sniegti izstradati salidzinamu planu pieméri, un dazos gadijumos noradits kods analizu veik$anai ar
dazadam programmatiiras paketém.

Box, G.E.P, Hunter, W.G. and Hunter, J.S. (1978). Statistics for Experimenters. An Introduction to Design, Data
Analysis, and Model Building. New York: John Wiley & Sons.

Box G.E.P. & Draper, N.R. (1987). Empirical model-building and response surfaces. John Wiley & Sons Inc.

Doncaster, C.P. & Davey, A.J.H. (2007). Analysis of Variance and Covariance: How to Choose and Construct Models
for the Life Sciences. Cambridge University Press.

Mead, R. (1990). The Design of Experiments. Statistical principles for practical application. Cambridge University
Press.

() Statistiki, kuri izmanto modelésanas pieeju, pieméram, General Linear Models (GLM), var veikt analizi citada, bet salidzinama veida, tacu
ne vienmér sastadis ierasto ANOVA tabulu, kuru sika izmantot, kad vél pirmsdatorizacijas laikmeta statistiskajiem aprékiniem
izmantoja algoritmiskas pieejas.
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Montgomery D.C. (1997). Design and Analysis of Experiments. John Wiley & Sons Inc.
Winer, B.J. (1971). Statistical Principles in Experimental Design. McGraw Hill.

Wu, C.EJ & Hamada, M.S. (2009). Experiments: Planning, Analysis and Optimization. John Wiley & Sons Inc;”

6) pielikuma B dala svitro B.15. nodaly;
7) pielikuma B dala svitro B.16. nodalu;
8) pielikuma B dala svitro B.18. nodalu;
9) pielikuma B dala svitro B.19. nodalu;
10) pielikuma B dala svitro B.20. nodaly;
11) pielikuma B dala svitro B.24. nodaly;

12) pielikuma B dala B.47. nodalu aizstaj ar $adu:

“B.47. Liellopu radzenes apdulkoSanas un caurlaidibas testéSanas metode, kura identificé i) nopietnu acu
bojajumu inducétajas kimikalijas un ii) kimikalijas, kuras nav jaklasifice par tadam, kas izraisa acu
kairinajumu vai nopietnus acu bojajumus

IEVADS

Si testésanas metode ir ekvivalenta ESAO Testésanas vadlinijai (TG) Nr. 437 (2013). Liellopu radzenes apdulkosanas
un caurlaidibas (BCOP) testéSanas metodi 2006. un 2010. gada izvértéja Alternativo metozu validéSanas starpa-
gentiiru koordinacijas komiteja (ICCVAM) kopa ar Eiropas Alternativo metoZu validéSanas centru (ECVAM) un
Japanas Alternativo metozu validéSanas centru (JaCVAM) (1) (2). Pirmaja izvérte$ana BCOP testé$anas metode tika
analizéta attieciba uz tas lietderigumu acu nopietnu bojajumu izraisitaju kimikaliju (vielu un maisijumu) identifi-
ceana (1). Otraja izvértéSana BCOP testéSanas metode tika analizéta attieciba uz tas lietderigumu tadu kimikaliju
(vielu un maisijumu) identificéSana, kuras nav klasificétas par tadam, kas izraisa acu kairindgjumu un nopietnus acu
bojajumus (2). BCOP validacijas datubazé kopuma bija ietvertas 113 vielas un 100 maisijumi (2) (3). No $im
izvérté8anam un to profesionalvértéSanas tika secinats, ka ar $o testéSanas metodi ir iespgjams pareizi identificét
kimikalijas (gan vielas, gan maisijumus), kuras izraisa nopietnus acu bojajumus (1. kategorija), ka arT tadas, kuras
nav jaklasificé par tadam, kas izraisa acu kairinagjumu vai nopietnus acu bojajumus, atbilstosi definicijam, kas dotas
Apvienoto Naciju Organizacijas (ANO) Kimikaliju klasificéSanas un markéSanas globali harmonizétaja sistéma
(GHS) (4) un Regulu (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisjjumu klasificésanu, markésanu un iepakosanu (CLP
regula) ('), tapéc ta tika atzita par zinatniski derigu abiem nolikiem. Nopietni acu bojajumi ir acs audu bojajumi vai
nopietna fiziska redzes pasliktinasanas, kas rodas péc testéjamas kimikalijas aplicéSanas uz acs prieksé€jas virsmas
un kas 21 dienas laika péc aplicéSanas nav pilnigi atgriezeniska. Testéjamas kimikalijas, kas izraisa nopietnus acu
bojajumus, ir klasificétas ANO GHS 1. kategorija. Kimikalijas, kuras nav klasificétas par tadam, kas izraisa acu
kairinajumu vai nopietnus acu bojajumus, saskana ar definiciju ir kimikalijas, kuras neatbilst priek$nosacijumiem
klasificésanai ANO GHS 1. vai 2. kategorija (2.A vai 2.B), t. i, tas tiek uzskatitas par ANO GHS nekategorizétam
kimikalijam. Saja testéSanas metodé ietilpst BCOP testéSanas metodes ieteicamais lietojums un ierobezojumi,
pamatojoties uz tas izvértejumiem. Galvenas atskiribas starp ESAO testéSanas vadlinijas sakotngjo 2009. gada
versiju un atjauninato 2013. gada versiju attiecas uz (bet ne tikai): BCOP testéSanas metodes izmanto$anu tadu
kimikaliju identificeSanai, kuras nav klasificgjamas saskana ar ANO GHS (2. un 7. punkts); skaidrojumiem par
BCOP testéSanas metodes piclietojamibu spirtu, ketonu un cietvielu (6. un 7. punkts) un vielu un maisfjumu
testéSanai (8. punkts); skaidrojumiem par to, ka bitu jatesté virsmaktivas vielas un virsmaktivu vielu saturosi
maisfjumi (28. punkts); atjaunindjumiem un skaidrojumiem par pozitivajam kontrolém (39. un 40. punkts); atjauni-
natajiem BCOP testéSanas metodes lémuma pienemsanas kritérijiem (47. punkts); atjauninatajiem pétjjuma
pienemsanas kritérijiem (48. punkts); testéSanas parskata elementu atjaunindjumiem (49. punkts); atjauninato
1. papildindgjumu par definicijam; pievienoto 2. papildindjumu par BCOP testéSanas metodes prognozétspéju
dazadas klasifikacijas sistémas; atjauninato 3. papildindgjumu — standarta kimikaliju sarakstu; un atjauninato
4. papildinajumu par BCOP radzenes turétaju (1. punkts) un par opacitometru (2. un 3. punkts).

() Eiropas Parlamenta un Padomes 2008. gada 16. decembra Regula (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisjjumu klasificé8anu, markésanu
un iepako$anu un ar ko groza un atce] Direktivas 67/548EEK un 1999/45/EK un groza Regulu (EK) Nr. 1907/2006 (OV L 353,
31.12.2008., 1. Ipp..).
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Sobrid ir visparpienemts, ka tuvakaja nakotné neviens atsevisks in vitro acu kairindjuma tests nevarés aizstat Dreiza
in vivo acu testu un prognozét visus kairindjuma veidus dazadam kimikaliju klasém. Tomér Dreiza acu testu varétu
bit iespéjams aizstat, (pakapjveida) testéSanas stratégija stratégiski apvienojot vairakas alternativas testéSanas
metodes (5). Lejupgja pieeja (5) ir izstradata gadijumiem, kad, pamatojoties uz eso$o informaciju, kimikalijai ir
paredzams augsts kairindjuma izraisiSanas potencials, savukart augSupéja pieeja (5) ir izstradata gadjjumiem, kad,
pamatojoties uz eso$o informaciju, paredzams, ka kimikalija neizraisis tadu acu kairinajumu, ka ta batu jaklasifice.
BCOP testéSanas metode ir in vitro testéSanas metode, ko konkrétos apstaklos un ar noteiktiem ierobeZzojumiem var
izmantot tam, lai kimikalijas klasificétu un markétu ka acim bistamas. Kaut ari §o BCOP testéSanas metodi vienu
pasu neuzskata par derigu aizstajgju trusu acu in vivo testam, to ieteicams izmantot par sakotnéjo soli testé$anas
stratégija, pieméram, Scott et al. (5) ierosinataja lejupéja pieeja, lai identificétu kimikalijas, kas izraisa nopietnus acu
bojajumus, t. i, kimikalijas, kuras bez papildu testéSanas jaklasifice ANO GHS 1. kategorija (4). BCOP teste$anas
metodi ieteicams izmantot arl tam, lai identificétu kimikalijas, kuras nav jaklasificé sakara ar acu kairinajumu vai
nopietniem acu bojajumiem, saskana ar ANO GHS (ANO GHS nekategorizétas kimikalijas) (4) tada test€Sanas
stratégija ka augSupgja pieeja (5). Tacu, ja ar BCOP testéSanas metodi netiek prognozéts, ka kimikalija izraisa
nopietnus acu bojajumus vai klasificejama par acu kairindgjumu/nopietnu acu bojajumu izraisitdju, ta jatesté
papildus (in vitro un/vai in vivo), lai noteiktu tas galigo klasifikaciju.

Saja testésanas metodé aprakstitas procediiras, ko izmanto, lai izvértétu testgjamas kimikalijas potencialo bistamibu
acim, ko méra ar tas spgju izraisit izoletas liellopu acs radzenes apdulkosanos un palielinat tas caurlaidibu. Toksisko
ietekmi uz radzeni méra ar $adiem parametriem: (i) gaismas caurlaidibas samazinasanas (apdulkosanas), (i)
krasvielas fluoresceina natrija sals caurlaidibas palielinasanas (caurlaidiba). Radzenes apdulko3anas un caurlaidibas
vértéjumu péc ekspozicijas testéjamajai kimikalijai apvieno, lai noteiktu in vitro kairindgjuma raditaju (IVIS), ko
izmanto test€jamas kimikalijas radita kairinagjuma pakapes klasifice$anai.

Definicijas ir sniegtas 1. papildinajuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

Sis testéSanas metodes pamata ir ICCVAM BCOP testésanas metodes protokols (6) (7), kas sakotngji tika izstradats
no informacijas, kas iegiita no In vitro pétijumu institita (IIVS) protokola un INVITTOX protokola Nr. 124 (8).
Pédgjais ir Eiropas Kopienas sponsorétaja 1997.—-1998. gada veiktaja prevalidacijas pétijuma izmantotais protokols.
Abu protokolu pamata bija BCOP testéSanas metode, ko pirmoreiz aprakstijusi Gautheron et al. (9).

Ar BCOP testé$anas metodi var identificét kimikalijas, kas izraisa nopietnus acu bojajumus, saskana ar ANO GHS
definiciju, t. i, ANO GHS 1. kategorija klasificgjamas kimikalijas (4). Ja BCOP testéSanas metodi izmanto $im
noliikam, tas vispargja pareiziba ir 79 % (150/191), pseidopozitivo rezultatu Ipatsvars ir 25 % (32/126) un pseido-
negativo rezultatu Ipatsvars ir 14 % (9/65), salidzinot ar trusa acu in vivo testéSanas metodes datiem, kas klasificeti
atbilstosi ANO GHS Kklasifikacijas sistémai (3) (sk. 1. tabulu 2. papildinagjuma). Ja no datubazes izsleédz testgjamas
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kimikalijas, kuras ietilpst noteiktu kimisko (t. i., spirti, ketoni) vai fizikalo (t. i., cietvielas) ipasibu grupas, BCOP
testéSanas metodes visparéja pareiziba ANO GHS klasifikacijas sistéma ir 85 % (111/131), pseidopozitivo rezultatu
Ipatsvars ir 20 % (16/81) un pseidonegativo rezultatu Ipatsvars ir 8 % (4/50) (3). BCOP testéSanas metodes
iespgjamie trakumi, ja ar to identificé kimikalijas, kas rada nopietnus acu bojajumus (ANO GHS 1. kategorija),
attiecas uz validacijas datubazé novérotu lielu pseidopozitivu rezultatu ipatsvaru spirtiem un ketoniem un lielu
pseidonegativu rezultatu Ipatsvaru cietvielam (1) (2) (3). Tomér, ta ka ne visi spirti un ketoni ar BCOP teste$anas
metodi ir parvértéti un dazi ir pareizi novertéti ANO GHS 1. kategorija, netiek uzskatits, ka 3is divas organiskas
funkcionalas grupas neietilpst §is testéSanas metodes piemérojamibas joma. Sis testéSanas metodes lietotdjam pasam
jaizlemj, vai spirta vai ketona iesp&jama parvértéSana ir pienemama vai ari javeic turpmaka testéSana, izsverot
pieradijumus. Attieciba uz cietvielu pseidonegativo rezultatu raditaju japiemin, ka cietvielas Dreiza acu kairinajuma
in vivo testa var izraisit mainigas un parmeérigas ekspozicijas apstaklus, ka rezultata var rasties neatbilstosas
prognozes par to patieso kairindgjuma potencialu (10). Vel japiebilst, ka nevienam no ICCVAM validacijas datubazé
identificétajiem pseidonegativajiem rezultatiem (2) (3) saistiba ar acu nopietnu bojajumu izraisitaju kimikaliju identi-
ficesanu (ANO GHS 1. kategorija) IVIS rezultats nav bijis < 3, ko izmanto par kritériju testéjamas kimikalijas identi-
ficésanai par ANO GHS nekategorizétu kimikaliju. Turklat $aja gadijuma BCOP pseidonegativo rezultatu ipatsvaram
nav batiskas nozimes, jo, izmantojot pieradijumu izsvér§anu secigas testéSanas stratégija, visas testgjamas
kimikalijas, kuras rada 3 < IVIS < 55, péc tam tiktu testétas ar citiem pienacigi validétiem in vitro testiem vai, ja
citas iesp&jas nebitu, ar trusiem — atkariba no normativajam prasibam. Nemot véra to, ka BCOP testéSanas
metode pareizi novérté dazas cietas kimikalijas k3 ANO GHS 1. kategorijai piederoas, netiek ari uzskatits, ka $is
fizikalais stavoklis neietilpst $is testéSanas metodes piemérojamibas joma. P&tnieki var apsvert §is testéSanas
metodes izmantoSanu visu veidu kimikalijam, IVIS > 55 pienemot ka noradi uz nopietnus acu bojajumus izraisosu
atbildreakciju, kas liecina, ka kimikalija bez talakas testéSanas klasificeiama ANO GHS 1. kategorija. Tacu, ka
noradits ieprieks, ar spirtiem un ketoniem iegilitie pozitivie rezultati jainterpreté piesardzigi parvertéSanas
iespgjamibas dél.

BCOP testésanas metodi var izmantot ari tadu kimikaliju identificéSanai, kuras saskana ar ANO GHS Kklasifikacijas
sistému nav jaklasificé par acu kairinajuma vai nopietnu acu bojajumu izraisitajam (4). Ja BCOP testéSanas metodi
izmanto $im noliikam, tas vispargja pareiziba ir 69 % (135/196), pseidopozitivo rezultatu ipatsvars ir 69 % (61/89)
un pseidonegativo rezultatu patsvars ir 0 % (0/107), salidzinot ar trusa acu in vivo testéSanas metodes datiem, kas
klasificéti atbilstigi ANO GHS Kklasifikacijas sistémai (3) (sk. 2. tabulu 2. papildindjuma). legiitais pseidopozitivo
rezultatu Ipatsvars (in vivo ANO GHS nekategorizétas kimikalijas, kuras rada IVIS > 3, sk. 47. punktu) ir ievérojami
liels, bet $aja gadjjuma tam nav batiskas nozimes, jo, izmantojot pieradjjumu izsvér§anu secigas testéSanas
stratégija, visas test§jamas kimikalijas, kuras rada 3 < IVIS < 55, péc tam tiktu testétas ar citiem pienacigi validétiem
in vitro testiem vai, ja citas iesp&jas nebiitu, ar trusiem — atkariba no normativajam prasibam. BCOP testéSanas
metodei nav konkrétu trikumu spirtu, ketonu un cietvielu testéSana, ja merkis ir identificét kimikalijas, kuras nav
jaklasificé par acu kairinajuma vai nopietnu acu bojajumu izraisitdgjam (ANO GHS nekategorizétas kimikalijas) (3).
Pétnieki var apsvért §is testéSanas metodes izmantoSanu visu veidu testéjamajam kimikalijam, negativu rezultatu
(IVIS < 3) pienemot par noradi, ka klasificéSana nav nepieciesama (ANO GHS nekategorizétas kimikalijas). Ta ka ar
BCOP testéSanas metodi iesp&ams pareizi identificét tikai 31 % kimikaliju, kuras nav jaklasificé par acu kairinajuma
vai nopietnu acu bojajumu izraisitajam, § testéSanas metode nebiitu jaizvélas ka pirma, sakot augSupéju pieeju (5),
ja ir pieejamas citas validétas un visparpienemtas in vitro metodes ar tikpat augstu jutibu, bet lielaku specifiskumu.

BCOP validacijas datubazé kopuma bija ietvertas 113 vielas un 100 maisijumi (2) (3). Tadé] BCOP testéanas
metode tiek uzskatita par piemérojamu gan vielu, gan maisijumu testéSanai.
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BCOP testésanas metodi nav ieteicams izmantot tadu testéjamo kimikaliju identificé8anai, kuras jaklasificé ka acim
kairinosas (ANO GHS 2. vai 2.A kategorija) vai tadu test§jamo kimikaliju identificésanai, kuras jaklasificé ka acim
viegli kairino§as (ANO GHS 2.B kategorija), jo ievérojams skaits ANO GHS 1. kategorijas kimikaliju ar metodi
klasificétas zemaka kategorija — ANO GHS 2., 2.A vai 2.B kategorija, bet ANO GHS nekategorizétas kimikalijas ir
klasificétas augstaka kategorija — 2., 2.A vai 2.B kategorija (2) (3). Sim nolikam var biit nepieciesams veikt
turpmaku testéSanu ar citu piemérotu metodi.

Visas procediras ar liellopu acim un liellopu radzeném testéSanas iestadém jaievéro piemérojamie noteikumi un
procediiras darbibam ar dzivnieku izcelsmes materialiem, pie kuriem pieder arf audi un audu skidrumi. leteicams
ieverot vispargjos piesardzibas pasakumus darbam laboratorija (11).

Kaut ari BCOP teste$anas metodé nepem véra konjunktivas un varaviksnenes bojajumus, taja apskata ietekmi uz
radzeni, kas ir noteicoSais faktors in vivo klasifikacija, izmantojot ANO GHS Kklasifikaciju. Izmantojot BCOP
testéSanas metodi, nevar per se novértét radzenes bojajumu atgriezeniskumu. Pamatojoties uz trusu acu pétjjumu
rezultatiem, ir ierosinats dazu veidu neatgriezeniskas ietekmes identificéSanai izmantot radzenes bojajuma sakotnéja
dziluma novértéjumu (12). Tomer, lai izprastu, ka rodas ar sakotngjo arkartigi nopietno bojajumu nesaistita
neatgriezeniska ietekme, ir nepiecie$amas papildu zinatniskas zinasanas. Visbeidzot, izmantojot BCOP testéSanas
metodi, nevar novertét ar acu eksponétibu saistitas sistémiskas toksicitates potencialu.

Si testéSanas metode tiks periodiski atjauninata, pemot véra jaunu informaciju un datus. Pieméram, gadijumos, kad
nepiecieSams pilnigak raksturot radzenes bojajumus, var potenciali noderét histopatologija. Ka aprakstits ESAO
Noradijumu dokumenta Nr. 160 (13), lietotdji tick mudinati saglabat radzenes un sagatavot histopatologijas
paraugus, kurus iesp&ams izmantot datubazes izveidé un lémuma pienemsanas kritériju pilnveidosana, kas vél
vairak uzlabotu §is testéSanas metodes pareizibu.

Laboratorijam, kas sak lietot 3o testéSanas metodi, jaizmanto 3. papildinajuma noraditas standartkimikalijas.
Laboratorija §is kimikalijas var izmantot BCOP testéSanas metodes izmantoSanas tehniskas kompetences
demonstré$anai pirms BCOP testé$anas metodes datu iesniegSanas izmanto$anai normativajos aktos reglamentétajai
bistamibas klasifikacijai.

TESTA PRINCIPS

BCOP testesanas metode ir organotipisks modelis, kas dod iespéju islaicigi saglabat liellopu acs radzenes normalas
fiziologiskas un biokimiskas funkcijas in vitro. Saja testéSanas metodé testéjamas kimikalijas raditos bojajumus
novérté, veicot radzenes apdulkosanas un gaismas caurlaidibas izmainu kvantitativus mérjjumus attiecigi ar
opacitometru un redzamas gaismas spektrofotometru. Abus meérfjumus izmanto IVIS aprékinasanai, péc kura
nosaka kairinajuma izraisi§anas bistamibas klasifikacijas kategoriju in vitro, ko izmanto testé§jamas kimikalijas acu
kairinajumu izraisiSanas potenciala in vivo prognozesanai (sk. “Lémuma pienemsanas kritériji” 48. punkta).

BCOP testéSanas metodé tiek izmantotas izolétas tikko kautu liellopu acu radzenes. Radzenes apdulkosanos méra
kvantitativi ka radzenes gaismas caurlaidibu. Radzenes caurlaidibu méra kvantitativi ka krasvielas natrija
fluoresceina daudzumu, kas izgajis cauri visai radzenei un ko detekté aizmuguréja kamera. Testéjamo kimikaliju
aplicé uz radzenes epitélija virsmas, to iepildot radzenes turétdja priek$¢ja kamera. 4. papildindgjuma dots BCOP
testéSanas metodé izmantojama radzenes turétdja apraksts un shéma. Radzenes turétdjus var nopirkt gatavus no
dazadiem piegadatajiem vai izgatavot pasu spékiem.
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Liellopu acu avots un vecums un izmantojamo dzivnieku sugas izvéle

Uz kautuvém nosititos liellopus parasti kauj izmantoSanai patérinam cilveku partika vai citam komercialam
vajadzibam. BCOP testa metodé vajadzigo radzenu iegfiSanai izmanto tikai veseligus dzivniekus, ko uzskata par
piemérotiem cilveku partikai. Liellopu svars var ievérojami atskirties atkariba no skirnes, vecuma un dzimuma,
tapéc netiek noteikts ieteicamais dzivnieka svars kausanas laika.

Ja tiek izmantotas dazada vecuma dzivnieku acis, to radzenu izméri var atkirties. No liellopiem, kas vecaki par
astoniem gadiem, parasti ieglist radzenes, kuru diametrs horizontali ir > 30,5 mm un kuru biezums centra (CCT) ir
> 1100 pm, savukart no liellopiem, kas ir jaunaki par pieciem gadiem, parasti iegiist radzenes, kuru diametrs
horizontali ir < 28,5 mm un CCT < 900 pm (14). S iemesla dé| tapéc parasti neizmanto par 60 ménesiem vecaku
liellopu acis. Parasti neizmanto ari par 12 ménesiem jaunaku liellopu acis, jo tas vél attistas un to radzenes biezums
un diametrs ir ievérojami mazaki neka pieaugusu liellopu acim. Ta¢u izmantot jaunlopu (t. i, 6 lidz 12 ménesus
vecu) radzenes ir pielaujami, jo tam ir dazZas prieksrocibas, piem., lielaka pieejamiba, mazs vecuma diapazons un
mazaks risks, ka darbinieki varétu tikt eksponéti govju siklveida encefalopatijai (15). Ta ka bitu lietderigi sikak
novértét, ka radzenes lielums vai biezums ietekmé tas reakciju uz korozivu un kairino$u kimikaliju iedarbibu,
lietotaji tiek rosinati noradit to dzivnieku aptuveno vecumu un/vai svaru, no kuriem pemtas pétjjuma izmantotas
radzenes.

Acu nemsana un nogadasana laboratorija

Acis nem kautuvju darbinieki. Lai péc iespéjas ierobeZotu acu mehaniskos un cita veida bojajumus, acis enukleé
iespjami driz péc dzivnieka nonavéSanas un nekavgjoties péc enukleacijas un transportéSanas laika atdzesé. Lai
novérstu acu eksponétibu potenciali kairino$am kimikalijam, kautuvju darbinieki dzivnieka galvas skaloSanai
nedrikst izmantot detergentus.

Acis pilnigi iegremdé atdzeséta Henksa skiduma (Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS) piemérota izméra konteinera
un nogada laboratorija ta, lai pec iespgjas ierobeZotu to bojasanos un/vai bakterialo kontaminaciju. Ta ka acis tiek
nemtas kauSanas laika, tas var bt eksponétas asinim un citiem biologiskiem materialiem, ka ari baktérijam u. c.
mikroorganismiem. Tapéc ir svarigi péc iespéjas samazinat kontaminacijas risku (piem., acu nemsanas un transpor-
teSanas laika konteineru ar acim turot uz parasta ledus un Henksa $kidumam, kura acis atrodas transportéanas
laika, pievienojot antibiotikas [piem., penicilinu koncentracija 100 IU/ml un streptomicinu koncentracija 100 pg/
ml]).

Péc iespéjas saisina laiku no acu nemsanas lidz radzenu izmantosanai BCOP testa metodé (parasti acis pem un
radzenes izmanto taja pasd diend), un uzskatami parada, ka tam nav ietekmes uz testéanas rezultatiem. So
rezultatu pamata ir acu izvéles kritériji, ka ari pozitivas un negativas kontroles atbildreakcijas. Visam testéanai
izmantotajam acim ir jabiit no vienas noteikta diena nemtu acu grupas.

BCOP testésanas metodé izmantoto acu izvéles kritériji

Péc acu nonaksanas laboratorija uzmanigi parbauda, vai tam nav defektu, tostarp palielinatas dulkainibas, skrambu
vai neovaskularizacijas. Jaizmanto tikai tadu acu radzenes, kam 3adu defektu nav.

Velak testéSanas procesa novérté ari katras radzenes kvalitati. Nav derigas radzenes, kuru apdulkojuma raditajs péc
sakotnéja vienas stundas lidzsvaro$anas perioda ir septinas apdulko3anas vienibas vai vairak (PIEZIME: opacitometrs
jakalibré ar dulkainibas standartiem, kurus izmanto apdulko$anas vienibu noteik3anai, sk. 4. papildindjumu).
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Katra apstrades grupa (testéjama kimikalija, paral€las negativas un pozitivas kontroles) jabiit vismaz tris acim. BCOP
testéSanas metodes negativajai kontrolei izmanto tris radzenes. Ta ka visas radzenes iznem no acabola un
nostiprina radzenu kameras, ir iespéjami atsevisku radzenu apdulkosanas un caurlaidibas raditaju artefakti no
manipulacijam ar tam (tostarp negativaja kontrol€). Turklat, veicot IVIS aprékinus, negativas kontroles radzenu
apdulkosanas un caurlaidibas vertibas izmanto to radzenu apdulko$anas un caurlaidibas vértibu korekcijai, kuras
apstrada ar testgjamo kimikaliju un izmanto pozitivajai kontrolei.

PROCEDURA

Acu sagatavosana

Nebojatas radzenes izpreparé kopa ar 2-3 mm platu cipslenes dalu, lai atvieglotu turpmakas operacijas, uzmanoties
nesabojat radzenes epitéliju un endotéliju. Izoletas radzenes nostiprina $im nolikam paredzétos radzenes turétajos,
kas sastav no prieks¢ja un aizmuguréja nodaljjuma, kuri saskaras attiecigi ar radzenes epitélija un endotélija virsmu.
Abas kameras (vispirms aizmuguréjo kameru) ta, lai neveidotos burbuli, pilnigi piepilda ar fenolsarkano nesaturosu
siltu Igla barotni (Eagle’s Minimum Essential Medium, EMEM). Péc tam vismaz vienu stundu ierici iztur pie 32 + 1 °C,
lai radzene bitu lidzsvarota attieciba pret barotni un iesp&ju robezas tiktu panakta normala metaboliska aktivitate
(radzenes virsmas temperatiira in vivo ir apméram 32 °C).

Péc lidzsvarosanas perioda abas kameras iepilda svaigu, ieprieks uzsilditu fenolsarkano nesaturo§u EMEM un katrai
radzenei nolasa sakotnéjas apdulkosanas radjjumus. Radzenes, kam tiek konstatéti makroskopiski audu bojajumi
(piem., skrambas, pigmentacija, neovaskularizacija) vai kuru apdulkosanas raditajs ir lielaks par septinam
apdulkosanas vienibam vai attiecigajam opacitometra un izmantoto radzenes turétdju ekvivalentam, nav derigas.

kontroles grupas.

Ta ka adens siltumietilpiba ir liclaka par gaisa siltumietilpibu, Gidens nodrosina stabilakus temperatiiras apstaklus
inkubacijai. Tapéc radzenes turétaja un ta satura uzturéanai 32 = 1 °C temperatfira ieteicams izmantot Gdens
vannu. TaCu var izmantot arl inkubatorus ar gaisu, ja tiek veikti temperatiiras stabilitates uzturéSanai vajadzigie
pasakumi (piem., turétaju un barotnes ieprieksgja sasildisana).

Test&jamas kimikalijas ievadiSana

Izmanto divus dazadus apstrades protokolus, vienu Skidrumiem un virsmaktivam vielam (cietvielam vai
$kidrumiem), bet otru cietvielam, kas nav virsmaktivas.

Skidrumus testé neatskaiditus. Pusskidrus, krémveida un vaskveida materidlus parasti testé ka skidrumus.
Neatskaiditas virsmaktivas vielas teste 10 % (masas) koncentracija 0,9 % natrija hlorida $kiduma, destiléta Gideni vai
cita $kidinataja, par kuriem ir iegiitas liecibas, ka tiem nav nelabveligas ietekmes uz testé$anas sistému. Ja izmanto
citu atSkaidiSanas koncentraciju, tas ir attiecigi japamato. Virsmaktivas vielas saturoSus maisjjumus var testét
neatskaiditus vai atSkaiditus lidz attiecigai koncentracijai, atkariba no in vivo ekspozicijas scenarija. Testétas koncen-
tracijas izvéle ir pienacigi japamato. Skidrumiem un virsmaktivam vielam radzenes eksponé 10 miniites. Ja izmanto
citu ekspozicijas laiku, tam jasniedz pienacigs zinatnisks pamatojums. Virsmaktivas vielas un virsmaktivu vielu
saturo$a maisijuma definicija sniegta 1. papildinajuma.

Cietvielas, kas nav virsmaktivas, parasti testé skidumu vai suspensiju veida 20 % (masas) koncentracija 0,9 % natrija
hlorida 8kiduma, destiléta Gideni vai cita skidinataja, par kuriem ir iegiitas liecibas, ka tiem nav nevélamas ietekmes
uz testa sistému. Zinamos apstaklos ar pienacigu zinatnisku pamatojumu cietvielas var testét tira veida, izmantojot
valgjas kameras metodi (sk. 32. punktu), tas tiesi aplicgjot uz radzenes virsmas. Cietvielam radzenes eksponé Cetras
stundas, tacu, tapat ka Skidrumu un virsmaktivu vielu gadjjuma, ar piendcigu zinatnisku pamatojumu drikst
izmantot citu ekspozicijas laiku.
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Atkariba no testéjamas kimikalijas fizikalajam un kimiskajam ipasibam (piem., cietviela, $kidrums, viskozs vai
neviskozs $kidrums) var izmantot dazadas apstrides metodes. Galvenais ir nodro$inat, lai testéjama kimikalija
pienacigi parklatu epitélija virsmu un skalojot tiktu pienacigi noskalota. Slegtas kameras metodi parasti izmanto
neviskozam vai nedaudz viskozam 3kidram testéjamam kimikalijam, bet valgjas kameras metodi parasti izmanto
dalgji viskozam un viskozam $kidram testéjamajam kimikalijam un cietvielam tira veida.

Izmantojot slégtas kameras metodi, pietickamu daudzumu testéjamas kimikalijas (750 pL), lai tiktu parklata
radzenes epitélija virsma, ievieto priekséja kamera pa dozéSanas atverém kameras aug$pusé un atveres péc tam uz
ekspozicijas laiku nosledz ar kameras aizbazpiem. Svarigi ir nodrosinat, lai katra radzene tiktu eksponéta testéjamai
kimikalijai atbilstosu laiku.

I[zmantojot valéjas kameras metodi, pirms apstrades nonem priekséjas kameras lodzina sléggredzenu un pasu stikla
lodzinu. Kontroles vai testéjamo kimikaliju (750 pL vai tadu test§jamas kimikalijas daudzumu, ar ko var pilnigi
noklat radzeni) aplicé tie$i uz radzenes epitélija virsmas ar mikropipeti. Ja testéjamo kimikaliju dozét ar pipeti ir
griiti, to var zem spiediena iepildit pozitivas izspiedes pipeté [positive displacement pipet], lai dozét batu vieglak.
Pozitivas izspiedes pipetes uzgali ievieto §lirces dozéSanas uzgali, lai spiediena iedarbibas rezultata materialu varétu
iespiest dozesanas uzgali. Vienlaikus, pipetes virzulim parvietojoties augSup, nospiez §lirces virzuli. Ja pipetes uzgali
paradas gaisa burbuli, testéjamo kimikaliju iznem (izspiez) un procesu atkarto, kamér uzgalis ir pilns un taja nav
gaisa burbulu. Ja vajadzigs, var izmantot parastu $lirci (bez adatas), jo ar to var izmérit precizu testéjamas
kimikalijas tilpumu un vielu ir vieglak uzklat radzenes epitélija virsmai. Péc aplicésanas prieks€jai kamerai ieliek
stikla lodzinu, lai atkal izveidotu noslégtu sistému.

Pécekspozicijas inkubésana

Péc eksporzicijas perioda testéjamo, negativas kontroles vai pozitivas kontroles kimikaliju iznem no priekséjas
kameras un epitéliju vismaz tris reizes (vai kamér vairs nav vizuali novérojamas testgjamas kimikalijas paliekas)
noskalo ar EMEM (kas satur fenolsarkano). Skalo$anai barotni, kurd ir fenolsarkanais, izmanto tapéc, ka var
novérot fenolsarkana krasas izmainas, lai noteiktu, cik sekmigi noskalotas skabas vai sarmainas testéjamas
kimikalijas. Ja fenolsarkanais joprojam maina krasu (uz dzeltenu vai violetu) vai ja ir redzamas testéjamas
kimikalijas atlickas, radzenes skalo vairak neka tris reizes. Kad barotné vairs nav testéjamas kimikalijas, radzenes
pédgjo reizi noskalo ar EMEM (bez fenolsarkana). Pedeja skalosanas reizé EMEM (bez fenolsarkana) izmanto tapéc,
lai pirms apdulkosanas mériSanas noskalotu fenolsarkano no priekséjas kameras. Péc tam priek3éjo kameru no
jauna piepilda ar svaigu EMEM, kas nesatur fenolsarkano.

Testgjot skidrumus vai virsmaktivas vielas, péc skalosanas radzenes vél divas stundas inkubé 32 £ 1 °C temperattira.
Zinamos apstaklos var buat noderigs ilgaks pécekspozicijas laiks, bet to izlemj katra gadijuma atseviski. Ar
cietvielam apstradatas radzenes péc Cetras stundas ilga ekspozicijas perioda beigam riipigi noskalo, bet tam nav
vajadziga papildu inkubacija.

Péc pécekspozicijas inkubacijas perioda beigam skidrumu un virsmaktivu vielu gadjjuma un péc Cetru stundu ilgas
ekspozicijas nevirsmaktivo cietvielu gadijuma registré katras radzenes apdulkosanos un caurlaidibu. Katru radzeni
apskata un registré novérojumus (piem., audu lobiSanas, test€jamas kimikalijas atliekas, nevienmérigas apdulkoSanas

pazimes). Sie novérojumi var bait svarigi, jo ar tiem var biit izskaidrojamas opacitometra radijumu atskiribas.

Kontroles kimikalijas

Katra eksperimenta ieklauj paralélas negativas vai skidinataja/nesgja kontroles un pozitivas kontroles.
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Testgjot vielu, kas ir 100 % skidrums, BCOP testéSanas metodé paraléli ieklauj negativo kontroli (piem., 0,9 %
natrija hlorida $kidumu vai destilétu @ideni), lai varétu konstatét neraksturigas izmainas testéSanas sistéma un iegitu
testa beigupunktu sakumveértibas. Tas ari lauj parliecinaties, ka kairindgjuma atbildreakciju neizraisa testa apstakli.

Testéjot atskaiditu $kidrumu, virsmaktivo vielu vai cietvielu, BCOP testéSanas metodé ieklauj paralélu skidinataja/
nesgja kontrolgrupu, lai varétu konstatét neraksturigas testéSanas sistémas izmainas un noteikt testa beigupunktu
bazlinijas vértibas. Drikst izmantot tikai tadu $kidinataju/neséju, par kuru iegiitas liecibas, ka tam nav nevélamas
ietekmes uz testéSanas sistému.

Lai verificétu testa sistémas integritati un tas pareizu darbibu, katra eksperimenta ka paralélu pozitivo kontroli
ieklauj kimikaliju, par kuru zinams, ka ta inducé pozitivu atbildreakciju. Tomér, lai varétu novértét pozitivas
kontroles atbildreakcijas mainibu laika, kairinajuma atbildreakcijas intensitate nedrikstétu biit parmérigi liela.

Pieméri $kidru testéjamo kimikaliju pozitivajam kontrolem ir 100 % etanols vai 100 % dimetilformamids. Piemérs
cietu testéjamo kimikaliju pozitivajam kontrolém ir 20 % (masas) imidazola 0,9 % natrija hlorida $kiduma.

Etalonkimikalijas palidz novértét nezinamas konkrétas kimikaliju vai produktu kategorijas kimikalijas sp&ju izraisit
acu kairindgjumu vai novértét acu kairinataja salidzino$o spéju izraisit noteiktas intensitates kairindgjuma
atbildreakciju.

Méramie beigupunkti

Apdulkojumu nosaka péc radzenes gaismas caurlaidibas. Radzenes apdulkojumu méra kvantitativi ar opacitometru,
iegtistot apdulkosanas vertibas nepartraukta skala

Caurlaidibu nosaka péc krasvielas natrija fluoresceina daudzuma, kas iziet cauri visiem radzenes $iinu slagiem (t. i.,
no epitélija uz radzenes argjas virsmas lidz endotélijam uz radzenes iek$éjas virsmas). Radzenes turétaja priekseja
kamera, kas saskaras ar radzenes epitélija virsmu, iepilda vienu ml natrija fluoresceina skiduma (attiecigi 4 vai
5 mg/ml, testgjot Skidrumus un virsmaktivas vielas vai cietvielas, kas nav virsmaktivas), savukart aizmuguréjo
kameru, kas saskaras ar radzenes endotélija virsmu, piepilda ar svaigu EMEM. Péc tam turétaju horizontala stavokli
uz 90 + 5 min inkubé 32 £ 1 °C temperatiira. [zmantojot UV|VIS spektrofotometriju, kvantitativi izméra natrija
fluoresceina daudzumu, kas nonak aizmuguréja kamera. Spektrofotometriskos merjjumus pie 490 nm registré ka
optiska blivuma (OD490) vai absorbcijas vértibas, ko méra nepartraukta skala. Fluoresceina caurlaidibas vértibas
nosaka, izmantojot OD490 vértibas, pamatojoties uz redzamas gaismas spektrofotometru ar standarta 1 cm
optiska cela garumu.

Var izmantot ari 96 iedobju mikrotitréSanas plati, ja i) var noteikt fluoresceina OD490 vertibu noteiksanai
izmantota plates lasitaja linearo diapazonu un ii) 96 iedobju platé izmantoti pareiza tilpuma fluoresceina paraugi,
lai iegiitu OD490 vértibas, kas ekvivalentas standarta 1 cm optiska cela garumam (tam var bt vajadziga pilnigi
pilna iedobe [parasti 360 pl]).

DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Datu izvértéSana

Péc apdulkosanas un vidéjo caurlaidibas (OD490) vértibu korekcijas, nemot véra fona apdulkoSanas un negativas
kontroles caurlaidibas OD490 vértibas, lai katrai apstrades grupai aprékinatu in vitro kairindgjuma raditaju (IVIS),
katras apstrades grupas vidgjas apdulkoSanas un caurlaidibas OD490 vértibas apvieno, izmantojot $adu empiriski
iegiitu formulu:

IVIS = vidéja apdulkosanas vértiba + (15 x vidéja caurlaidibas OD490 vértiba)
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Sina et al. (16) norada, ka § formula ir iegita iek$§jos un starplaboratoriju pétjjumos. Datiem, kas, izmantojot
36 savienojumus, iegiiti vairaku laboratoriju veikta pétijuma, tika veikta daudzfaktoru analize, lai ieglitu
vienadojumu, kas vislabak apraksta in vivo un in vitro datu savstarpjo sakaribu. So analizi veica divas atseviskas
zinatnieku grupas, ieglistot gandriz identiskus vienadojumus.

Apdulkosanas un caurlaidibas vértibas janoveérté ari neatkarigi viena no otras, lai noteiktu, vai testégjama kimikalija
inducgjusi koroziju vai nopietnu kairindjumu ar tikai vienu no diviem beigupunktiem (sk. “Lémuma pienemsanas
kritériji”).

Lémuma piepemsSanas kritériji

Talak noraditas IVIS robezveértibas tadu testéjamo kimikaliju identificéSanai, kuras inducé nopietnus acu bojajumus
(ANO GHS 1. kategorija), un ari tadu testéjamo kimikaliju identifice$anai, kuras nav jaklasificé ka acim kairinosas
vai nopietnus acu bojajumus izraisosas (ANO GHS nekategorizetas kimikalijas).

IVIS ANO GHS
<3 Nekategorizéta

> 3;< 55 Nav iesp€jams prognozét
> 55 1. kategorija

Pétijuma pienemamibas kritériji

Testu uzskata par pienemamu, ja pozitivaja kontrolé tiek iegiita IVIS vértiba, kas divkarsas standartnovirzes robezas
sakrit ar pasreizéjo vesturisko videjo vértibu, kura jaatjaunina vismaz reizi tris ménesos vai, ja laboratorija testéanu
veic reti (t. i, retak neka reizi ménesi), ikreiz, kad veic piepemamu testu. No negativas vai $kidinataja/neséja
kontroles atbildreakcijam jaieglist tadas apdulkoSanas un caurlaidibas vértibas, kas ir mazakas neka ieprieksno-
teiktas fona apdulkosanas un caurlaidibas augstakas vértibas liellopu radzeném, kas apstradatas ar attiecigo negativo
vai $kidinataja/nes€ja kontroli. Kad testéjamas kimikalijas klasifikacija ir viennozimiga, vajadzétu pietikt ar vienu
testeSanas reizi, kura izmanto vismaz tris radzenes. Tomér, ja pirmaja testéSanas reiz€ ieghiti neskaidri rezultati,
jaapsver iespéja testéSanu veikt vélreiz (lai gan tas nav obligati) un veél ari treSo reizi, ja pirmajas divas reizés iegtitas
nesaderigas vidéjas IVIS vértibas. Saja konteksta pirmas testéSanas reizes rezultati uzskatami par stridigiem, ja
prognozes no 3 radzeném bijusas nesaderigas:

— prognozes no 2 no 3 radzeném nesader ar visu 3 radzenu vidéjo prognozi VAI

— prognoze no 1 no 3 radzeném nesader ar visu 3 radzenu vidéjo prognozi UN nesaderigais rezultats ir > 10
IVIS vienibas no noteikta slieksna 55.

— Ja atkartotas testéSanas reize apstiprina sakotnéjas testeSanas reizes prognozi (pamatojoties uz vidgjo IVIS
vertibu), tad galigo léemumu var piegemt, neveicot turpmaku testé$anu. Ja atkartotas testéSanas reizes rezultats
nesader ar sakotngjas testéSanas reizes prognozi (pamatojoties uz vidgjo IVIS vértibu), tad javeic tresa un pédgja
testéSanas reize, lai atrisinatu neskaidras prognozes un testéjamo kimikaliju klasificétu. Ja kada testéSanas reizé
tiek prognozéta klasificéSana ANO GHS 1. kategorija, var bt pielaujami testéSanu klasificésanai un markésanai
neturpinat.

Testésanas parskats
Ja ta attiecas uz pétijuma norisi, testésanas parskata jaieklauj $ada informacija:
Testgjamas un kontroles kimikalijas

— Kimiskais(-ie) nosaukums(-i), piem., Chemical Abstracts Service (CAS) izmantotais nosaukums un citi nosaukumi,
ja tadi ir zinami; CAS registra numurs (RN), ja tas ir zinams.
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— Test&jamas/kontroles kimikalijas tiriba un sastavs (masas procentos), ciktal §1 informacija ir pieejama.

— Fizikalkimiskas Ipagibas, kas attiecas uz pétijuma norisi, piem., fizikalais stavoklis, gaistamiba, pH, stabilitate,
kimiska klase, skidiba tideni.

— Test&jamo/kontroles kimikaliju sagatavosana pirms testéSanas, ja tada veikta (piem., sildi§ana, smalcinasana).
— Stabilitate, ja zinama.

Informacija par sponsoru un testgjoso iestadi

— Sponsora, test&josas iestades, pétjjuma vaditja vards/nosaukums un adrese.

Testesanas metodes apstakli

— Izmantotais opacitometrs (piem., modelis un specifikacijas) un instrumentu iestatjjumi.

— Informacija par apdulkoSanas un caurlaidibas mériericu (pieméram, opacitometra un spektrofotometra)
kalibrésanu, lai nodrosinatu mérjjumu linearitati.

— Izmantota radzenes turétaja tips (pieméram, modelis un specifikacijas).
— C(ita izmantota aprikojuma apraksts.

— Procediira, ko izmanto, lai nodrosinatu testéSanas metodes integritati (t. i., pareizibu un ticamibu) laika (piem.,
periodiska standartkimikaliju testé$ana).

Testa pienamamibas kritériji

— Pienemams paralélo pozitivo un negativo kontrolu rezultatu diapazons, pamatojoties uz veésturiskajiem datiem.
— Ja vajadzigs, pienemami paralélo etalonkontrolu diapazoni, pamatojoties uz vésturiskajiem datiem.

Acu nemsana un sagatavosana

— Norade par acu nemsanas vietu (t. i., iestade, kur tas nemtas).

— Radzenes diametrs, kas liecina par izcelsmes dzivnieka vecumu un piemérotibu testam.

— Acu glabasanas un transportéSanas apstakli (piem., acu pemsanas datums un laiks, lidz testéSanas sakumam
pagajusais laiks, transportéSanas veids un temperatiira, izmantotas antibiotikas, ja tadas izmantotas).

— Liellopu radzenu sagatavo$ana un nostiprinasana, tostarp zinas par to kvalitati, radzenes turétaju temperatiira
un testé$ana izmantoto radzenu atlases kritériji.

Testa procediira
— Izmantoto replikatu skaits.

— Izmantoto negativo un pozitivo kontrolu (attieciga gadijuma ari $kidinataja kontrolu un etalonkontrolu)
identitate.

— Izmantotas testéjamas kimikalijas koncentracija(-s), aplicéSana, ekspozicijas laiks un pécekspozicijas inkubacijas
periods.

— Izmantoto izvertéSanas un lémuma piepemsanas kritériju apraksts.
— Izmantoto pétjjuma piepemamibas kritériju apraksts.
— Testa procediiras modifikaciju apraksts, ja tadas bijusas.

— Izmantoto lémuma pienemsanas kritériju apraksts.
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Rezultati

— Tabulas veida apkopoti dati par katru test§jamo paraugu (piem., apdulkoSanas un OD490 vértibas un
aprekinatais test§jamas kimikalijas IVIS, un pozitivas kontroles, negativas kontroles un etalonkontroles [ja tadas
bijusas], attieciga gadijuma ari dati no atkartotiem eksperimentiem un katra eksperimenta vidéja vértiba =
standartnovirze).

— Jebkadas citas novérotas ietekmes apraksts.
— legiita in vitro ANO GHS Kklasifikacija (attieciga gadijuma).
Rezultatu iztirzajums
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Pieejams: http:/[www.oecd.org/document/63/0,3343,en_2649_34381_2346175_1_1_1_1,00.html


http://www.cdc.gov/ncidod/dhqp/pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_bcop.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_bcop.htm
http://www.oecd.org/document/63/0,3343,en_2649_34381_2346175_1_1_1_1,00.html

L112/84 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 28.4.2017.

1. papildinajums

DEFINICIJAS

Pareiziba: pakape, kada ar testéSanas metodi iegiito mérfjumu rezultati sakiit ar pienemtajam atsauces vértibam.
Tas ir testéSanas metodes veiktspgjas raksturlielums un viens no tas “relevantuma” aspektiem. So terminu bieZi
izmanto ar nozimi “konkordantums”, ar to domajot testeSanas metodes pareizo rezultatu ipatsvaru.

Etalonkimikalija: kimikalija, ko izmanto par standartu salidzina$ana ar testéjamo kimikaliju. Etalonkimikalijai
japiemit $adam ipasibam: (i) pastavigs(-) un uzticams(-i) ieguves avots(-); (i) struktiras un funkciju lidziba ar
testgjamo kimikaliju klasi, (iii) zinamas fizikalas/kimiskas ipasibas; (iv) papildu dati par zinamajiem ietekmes
veidiem un (v) zinama potence vélamas atbildreakcijas diapazona.

AugSupéja pieeja: pakapeniska pieeja, ko izmanto kimikalijai, par kuru ir aizdomas, ka ta nav jaklasificé ka acu
kairinajuma vai nopietna acu bojajuma izraisitja, un kas sakas ar to kimikaliju noskir§anu, kuras nav jaklasificé
(negativs rezultats), no citam kimikalijam (pozitivs rezultats).

Kimikalija: viela vai maisjjums.
Radzene: acibola priekséja caurspidiga dala, kas parklaj varaviksneni un ziliti un ielaiZ aci gaismu.

Radzenes apdulkojums: izmérita radzenes apdulkosands pakape péc ekspozicijas testéjamajai kimikalijai.
Radzenes apdulkojuma palielinasanas liecina par radzenes bojajumiem. Apdulkojumu var novértét subjektivi,
piem., Dreiza testa ar trusa acim, vai objektivi — ar instrumentu, piem., opacitometru.

Radzenes caurlaidiba: kvantitativs radzenes epitélija bojajumu mérijums, kuru izdara, nosakot krasvielas natrija
fluoresceina daudzumu, kas iziet cauri visaim radzenes $tinu kartam.

Acu kairinajums: izmainas aci, kas rodas péc testéjamas kimikalijas aplicéSanas uz acs prieksgjas virsmas un kas
21 dienas laika péc aplicéSanas ir pilnigi atgriezeniskas. Nozimé to pasu, ko “atgriezeniska ietekme uz acim” un
“ANO GHS 2. kategorija” (4).

Pseidonegativu rezultatu ipatsvars: tas, cik liela dala no visim pozitivajam kimikalijam ar testéSanas metodi
aplami iznak negativas. Tas ir viens no testéSanas metodes veiktspéjas raksturlielumiem.

Pseidopozitivu rezultitu ipatsvars: tas, cik liela dala no visim negativajam kimikalijam ar testéSanas metodi
aplami iznak pozitivas. Tas ir viens no testéSanas metodes veiktspéjas raksturlielumiem.

Bistamiba: ipasiba, kas raksturo tadu agentu vai situaciju, kurai piemit potencials atstat nelabveligu ietekmi uz §im
agentam eksponétu organismu, sistému vai (apaks)populaciju.

In vitro kairinajuma raditajs (IVIS): péc empiriski iegiitas formulas aprékinats raditajs, kuru izmanto BCOP
testeSanas metodé un kura katras apstrades grupas vidéja apdulkosanas vértiba un vidéja caurlaidibas vértiba tiek
apkopota viena in vitro rezultata katrai apstrades grupai. IVIS = vidgja apdulkosanas vértiba + (15 x vidgja
caurlaidibas vértiba).

Neatgriezeniska ietekme uz acim: sk. “Nopietni acu bojajumi”.
Maisfjums: maisjjums vai $kidums, kas sastav no divam vai vairak vielam, kuras taja savstarpéji nereagé (4).

Negativa kontrole: neapstradats replikats, kura ir visi testa sistémas komponenti. Ar $o paraugu rikojas tapat, ka
ar paraugiem, kas apstradati ar test§jamo kimikaliju, un citiem kontrolparaugiem, lai noteiktu, vai $kidinatajs
mijiedarbojas ar testa sistému.
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Neklasificétas kimikalijas: kimikalijas, kuras nav Klasificétas ki acu kairindgjuma (ANO GHS 2., 2.A vai 2.
B kategorija) vai nopietnu acu bojagjumu (ANO GHS 1. kategorija) izraisitajas. Nozimé to pasu, ko “ANO GHS
nekategorizétas kimikalijas”.

Opacitometrs: instruments, ar ko méra radzenes apdulkojumu, kvantitativi izvertéjot radzenes gaismas
caurlaidibu. Instrumentam parasti ir divi nodalijumi, katram savs gaismas avots un fotoelements. Viena nodalijuma
ievieto apstradato radzeni, bet otru izmanto instrumenta kalibréSanai un nulles vértibu iestatiSanai. Halogénlampas
gaisma, kas iet cauri kontroles nodaljjumam (tuk$a kamera bez lodzigiem un $kidruma), kritot uz fotoelementu,
tieck salidzinata ar gaismu, kas krit uz fotoelementu, izejot cauri nodalijumam, kurd ir kamera ar radzeni. Tiek
salidzinata abu fotoelementu uztvertas gaismas vertibu starpiba un uz digitala displeja attélota skaitliska
apdulkosanas vértiba.

Pozitiva kontrole: replikats, kura ir visi testa sistémas komponenti un kur§ apstradats ar kimikaliju, par ko ir
zinams, ka ta izraisa pozitivu atbildreakciju. Lai biitu iesp&a noveértét pozitivas kontroles atbildreakcijas mainibu
laika, pozitivas atbildreakcijas intensitate nedrikstétu bat parlieku liela.

Atgriezeniska ietekme uz acim: sk. “Acu kairindjums”.

Ticamiba: parametrs, kas izsaka, kada pakapé taja pasa vai cita laboratorija ilgaka laika, izmantojot to pasu
protokolu, var iegiit reproducgjamus rezultatus. To novérté, aprékinot metodes reproducgjamibu taja pasa
laboratorija un dazadas laboratorijas un atkartojamibu taja pasa laboratorija.

Nopietni acu bojajumi: acs audu bojajums vai nopietna fiziska redzes pasliktinasanas, kas rodas péc testéjamas
kimikalijas aplicéSanas uz acs priek$gjas virsmas un kas 21 dienas laika péc aplicéSanas nav pilnigi atgriezeniska.
Nozimé to pasu, ko “neatgriezeniska ietekme uz acim” un “ANO GHS 1. kategorija” (4).

Skidinataja/neséja kontrole: neapstradats paraugs, kurd ir visi testa sistémas komponenti, tostarp $kidinatajs vai
nesgjs, ko izmanto ar testgjamo kimikaliju apstradatajos paraugos un citos kontrolparaugos, un kuru izmanto, lai
noteiktu bazlinijas atbildreakciju paraugiem, kas apstradati ar attiecigaja $kidinataja vai nesgja izskidinatu testéjamo
kimikaliju. Ja testa izmanto ari paralélu negativo kontroli, $is paraugs parada ari to, vai $kidinatdjs vai nesgjs
mijiedarbojas ar testa sistému.

Viela: dabiski radusies vai razosanas procesa iegiiti kimiskie elementi un to savienojumi, ieskaitot produkta stabili-

zacijai vajadzigas piedevas, ka arT izmantotajos procesos radusos piejaukumus, bet iznemot $kidinatajus, kurus var
atdalit, neietekméjot vielas stabilitati un neizmainot tas sastavu (4).

Virsmaktiva viela: saukta ari par virsmaktivu agentu, ir viela, piem., detergents, kas var samazinat Skidruma
virsmas spraigumu un tadéjadi lauj tam putot vai penetrét cietvielas; to dévé arl par mitrinataju.

Virsmaktivu vielu saturo$s maisijums: §is testéSanas metodes konteksta tas ir maisjjums, kas satur vienu vai
vairakas virsmaktivas vielas galigaja koncentracija > 5 %.

Lejupéja pieeja: pakapeniska pieeja, ko izmanto kimikalijai, par kuru ir aizdomas, ka ta izraisa nopietnus acu
bojajumus, un kas sakas ar to kimikaliju noskiranu, kuras inducé nopietnus acu bojajumus (pozitivs rezultats), no
citam kimikalijam (negativs rezultats).

Test&jama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko testé ar $o testéSanas metodi.

Daudzpakapju testéSanas stratégija: pakapeniskas testéSanas stratégija, kura noteikta seciba parskata visu eso$o
informaciju par testgjamo kimikaliju, katra pakapé izmantojot pieradijumu izsvérSanu, lai pirms parejas uz nakamo
pakapi noteiktu, vai ir pieejams pietickami daudz informacijas, lai pienemtu lémumu par bistamibas klasifikaciju. Ja
testéjamas kimikalijas kairinagjuma izraisiSanas potencialu var noteikt, pamatojoties uz eso$o informaciju, papildu
testéSana nav javeic. Ja, pamatojoties uz esoSo informaciju, testéjamas kimikalijas kairinajuma izraisiSanas
potencialu noteikt nevar, ievéro pakapenisku secigu procediiru testéSanai ar dzivniekiem, lidz var viennozimigi
pienemt lémumu par klasifikaciju.
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Apvienoto Naciju Organizacijas Kimikaliju klasificéSanas un markéSanas globali harmonizéta sistéma
(ANO GHS): sistéma, kurd kimikalijas (vielas un maisijumus) klasificé péc standartizétiem fizisko apdraudéumu,
veselibas apdraudéjumu un vidisko apdraudgjumu tipiem un limepiem un kura paredz atbilstosus sazinas
elementus, piem., piktogrammas, signalvardus, bistamibas apzimé&jumus, drosibas prasibu apzimé&umus un drosibas
datu lapas, ar mérki sniegt informaciju par kimikaliju nelabvéligo ietekmi, lai aizsargatu cilvékus (tostarp darba
devéjus, darba néméjus, transporta darbiniekus, patérétajus un avarijas dienestu darbiniekus) un vidi (4).

ANO GHS 1. kategorija: sk. “Nopietni acu bojajumi”.
ANO GHS 2. kategorija: sk. “Acu kairinajums”.

ANO GHS nekategorizétas kimikalijas: kimikalijas, kuras neatbilst kritérijiem klasificéSanai ANO GHS 1. vai 2.
(2.A vai 2.B) kategorija. Nozimé to pasu, ko “neklasificétas kimikalijas”.

Validéta testéSanas metode: testéSanas metode, kuras relevantums (ieskaitot pareizibu) un ticamiba attieciba uz
lietosanu konkréta noliika ir parbaudita validacijas peétijumos. Jaievéro, ka validétas testéSanas metodes veiktspgja
pareizibas un ticamibas zina var nebit pietickama, lai to izmantotu paredzétajam nolikam.

Pieradijumu izsvérSana: process, kura izsver dazadu informacijas elementu stipras un vajas puses, censoties
izdarit un pamatot secinajumu par testéjamas kimikalijas bistamibas potencialu.
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2. papildinajums

BCOP TESTESANAS METODES PROGNOZETSPEJA

1. tabula

BCOP prognozétspéja tadu kimikaliju identificéSana, kuras izraisa nopietnus acu bojajumus [ANO GHS |
ES CLP, 1. kat. vai nav 1. kat. (2. kat.+nekat.); ASV EPA I kat. vai nav I kat. (Il kat.+III kat.+IV kat.)]

Klasifi- Pareiziba Jutiba Pseidorlleggtivi Specifiskums Pseidoplo_z i.ﬁVi
kécijas Sk rezultati rezultati
sistema % sk. % sk. % sk. % sk. % sk.
ANO 191 78,53 150/191 86,15 56/65 13,85 9/65 74,60 94/126 25,40 32/126
GHS
ES CLP
ASV 190 78,95 150/190 85,71 54/63 14,29 9/63 75,59 96/127 24,41 31/127
EPA
2. tabula

BCOP prognozétspéja tadu kimikaliju identificésana, kuras nav jaklasificé ka acu kairinajuma vai nopietnu
acu bojajumu izraisitajas (“nekairinatajas”) [ANO GHS | ES CLP, nekat. vai nav nekat. (1. kat.+2. kat.);
ASV EPA 1V kat. vai nav IV kat. (I kat.+II kat.+III kat.)]

Klasifi- Pareiziba Jutiba Pseidonlega.ﬁvi Specifiskums Pseidoplo_z iavi
Kacijas k. rezultati rezultati
sistéma % k. % k. % k. % k. % Nr.
ANO 196 | 68,88 | 135/196 | 100 | 107/107 0 0/107 | 31,46 | 28/89 | 68,54 | 61/89
GHS
ES CLP
ASV 190 | 82,11 | 156/190 | 93,15 | 136/146 | 6,85 | 10/146 | 45,45 | 20/44 | 54,55 | 24[44
EPA
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3. papildinajums

BCOP TESTESANAS METODES STANDARTKIMIKALIJAS

Pirms §is testé$anas metodes regularas izmantoanas laboratorijam jaapliecina sava tehniska kompetence, pareizi
nosakot klasifikaciju 1. tabula ieteiktajam 13 kimikalijam. Sis kimikalijas ir atlasitas ta, lai tas reprezentétu acu
apdraud&jumu izraisito atbildreakciju diapazonu, kura pamata ir in vivo tests ar trusa acim (TG 405) (17) un ANO
GHS Kklasifikacijas sistéma (t. i, 1., 2.A, 2.B kategorija vai neklasificétas kimikalijas) (4). Citi atlases kritériji bija
kimikaliju pieejamiba tirghi, kvalitativu in vivo atsauces datu pieejamiba un kvalitativu ar BCOP testéSanas metodi
ieglitu in vitro datu pieejamiba. Atsauces dati ir pieejami vienkarSotaja kopsavilkuma (3) un ICCVAM papildinfor-
macijas parskata dokumenta par BCOP testéSanas metodi (2) (18).

1. tabula

Kimikalijas, kuras ieteicams izmantot, lai pieraditu tehnisko kompetenci izmantot BCOP testéSanas metodi

Kimikalija CAS Nr. Kimikaliju Klase (1) Ag{f)gljitsti' klasli?il:];::]i(j)a o BCOP klasifikacija

Benzalkonija hlorids | 8001-54-5 | Onijsavienojums Skidrs 1. kategorija 1. kategorija

(5 %)

Hlorheksidins 55-56-1 | Amins, amidins Ciets 1. kategorija 1. kategorija

Dibenzoil-L-vin- 2743-38-6 | Karbonskabe, este- Ciets 1. kategorija 1. kategorija

skabe ris

Imidazols 288-32-4 | Heterocikliski sa- Ciets 1. kategorija 1. kategorija

vienojumi

Trihloretikskabe 76-03-9 | Karbonskabe Skidrs 1. kategorija 1. kategorija

(30 %)

2,6-Dihloroben- 4659-45-4 | Acilhalogenids Skidrs 2.A kategorija Nav iespgjams pa-

zoilhlorids reizifticami progno-
Z€t

Etil-2-metilacetoace- | 609-14-3 | Ketons, esteris Skidrs 2.B kategorija Nav iesp&jams pa-

tats reizifticami progno-
zet

Amonija nitrats 6484-52-2 | Neorganisks sals Ciets 2. () kategorija Nav iesp&jams pa-
reizifticami progno-
Zet

EDTA dikalija sals 25102-12-9 | Amins, karbon- Ciets Neklasificéts Neklasificéts

skabe (sals)
Tween 20 9005-64-5 | Esteris, poliéters Skidrs | Neklasificéts Neklasificéts
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T T A atsta- In vi ol s
Kimikalija CAS Nr. Kimikaliju klase (') g‘r;%jit:ta klasirflilgzga 0 BCOP Klasifikacija

2-merkaptopirimi- 1450-85-7 | Acilhalogenids Ciets Neklasificéts Neklasificets
dins

Fenilbutazons 50-33-9 | Heterociklisks sa- Ciets Neklasificéts Neklasificéts

vienojums
Polioksietiléna 23 9002-92-0 | Spirts Skidrs | Neklasificéts Neklasificéts

lauriléteris (BRIJ-35)
(10 %)

Saisinajumi: CAS Nr. = Chemical Abstracts Service registra numurs

() Katra testgjama kimikalija kimikaliju klasé ieklauta, izmantojot standarta klasifikacijas shému, kuras pamata ir National Library
of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) klasifikacijas sistéma (pieejama http://www.nlm.nih.gov/mesh).

() Pamatojoties uz trusa acu in vivo testa rezultatiem (ESAO TG 405) (17) un izmantojot ANO GHS sistému (4).

(}) KlasificeSana 2.A vai 2.B kategorija ir atkariga no ta, ka interpreté ANO GHS kritériju, ar ko §is divas kategorijas noskir, t. 1.,
lai kimikaliju klasificétu 2.A kategorija, 7. diena ietekmei jabiit novérojamai 1 no 3 dzivniekiem vai 2 no 3 dzivniekiem. In
vivo pétijums ietvéra 3 dzivniekus. Visi beigupunkti, iznemot konjunktivas apsartumu vienam dzivniekam, lidz 7. dienai vai
atrak saruka lidz nullei. Vienam dzivniekam, kur$ pilnigi neatlaba lidz 7. dienai, konjunktivas apsartuma raditajs bija 1
(7. diena), bet 10. diena tas pilnigi izzuda.
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4. papildinajums

BCOP RADZENES TURETAJS

BCOP radzenes turétaji ir izgatavoti no inerta materiala (piem., polipropiléna). Turétajs sastav no divim pusém
(prieksgja un aizmuguréja kamera), un tam ir divas lidzigas cilindriskas ieks€jas kameras. Katra kamera ir
konstruéta ta, lai tas tilpums batu aptuveni 5 ml, un tas gala ir stikla lodzips, caur kuru registre apdulkojuma
mérfjumus. Katras ieksgjas kameras diametrs ir 1,7 cm un dzilums 2,2 cm ('). Lai nepielautu nopliides,
aizmuguréjai kamerai uzliek gredzenveida blivi. Radzeni novieto ar endotélija pusi uz leju pret aizmuguréjas
kameras blivi, un prieksgjo kameru novieto uz radzenes epitélija virsmas. Kameras vieta notur tris neriisosa térauda
skriives kameras armala. Lai nodrosinatu vieglu piekluvi radzenei, katras kameras gala ir nonemams stikla lodzips.
Lai nepielautu noplides, ari starp stikla lodzinu un kameru ir blive. Barotnes un testéjamo kimikaliju ievadisanai un
izvadiSanai ir paredzétas divas atveres katras kameras aug$puse. ledarbibas un inkubacijas perioda laika tas nosledz
ar gumijas tapam. Radzenes turétaju gaismas caurlaidiba var mainities, jo gaismas izkliedi vai atstarojumu var
ietekmét nolietojums vai noteiktu kimikaliju atlieku uzkrasanas uz iek3gjas kameras sieninam vai stikla lodzigiem.
Ta rezultata var palielinaties vai samazinaties radzenes turétaju bazlinijas gaismas caurlaidiba (un lidz ar to attiecigi
samazinaties vai palielinaties bazlinijas apdulkojuma radijumi) un var bat novérojamas batiskas izmainas
paredzétajos sakotngjos radzenes apdulkojuma bazlinijas mérjjumos atseviskas kameras (t. i., sakotnéjas radzenes
apdulkojuma vértibas konkrétos atseviskos radzenes turétajos no gaiditajam bazlinijas vértibam biezi var atskirties
par vairak neka 2 vai 3 apdulkojuma vienibam). Katrai laboratorijai atkariba no testéto kimikaliju veida un kameru
izmantoanas biezuma jaapsver, vai nav jaizveido programma radzenes turétdju gaismas caurlaidibas izmainu
izvértésanai. Lai noteiktu bazlinijas vértibas, radzenes turétajus var pirms parastas izmanto$anas parbaudit, izmérot
apdulkojuma (vai gaismas caurlaidibas) bazlinijas vértibas kameram, kuras ir piepilditas ar pilnigu barotni bez
radzeném. Péc tam periodiski parbauda radzenes turétdju gaismas caurlaidibas izmainas izmantoSanas perioda
laika. Katra laboratorija var noteikt radzenes turétaju parbaudes bieZumu atkariba no testétajam kimikalijam,
izmantoSanas biezuma un radzenes apdulkojuma bazlinijas veértibu izmainu novérojumiem. Ja ir novérojamas
ievérojamas radzenes turétdja gaismas caurlaidibas izmainas, jaapsver iespéja radzenes turétaju iek$éjas virsmas
pienacigi notiriSanas un/vai nopulét vai tas nomainit.

Radzenes turétajs: izversta diagramma.

glass disc

("ﬁ\ nut
-

PTFE-O-ring

glass disc

anterior compartment

fixing screws

(") Noraditie izméri attiecas uz radzenes turétaju, kas paredzéts 12 lidz 60 ménesus vecu govju acim. Ja izmanto 6 lidz 12 ménesus vecu
dzivnieku acis, abu turétaja kameru tilpumam jabit 4 ml, bet abu iek$€jo kameru diametram 1,5 ¢cm un dzilumam 2,2 cm. Katra jaunas
konstrukcijas radzenes turétdja gadijuma ir Joti svarigi, lai eksponéta radzenes virsmas laukuma attieciba pret aizmuguréjas kameras
tilpumu batu tada pati ka standarta radzenes turétajam. Tas ir vajadzigs, lai tiktu pareizi noteiktas caurlaidibas vertibas, kas
izmantojamas IVIS aprékinaSanai ar piedavato formulu.
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5. papildinajums

OPACITOMETRS

Opacitometrs ir gaismas caurlaidibas mérierice. Pieméram, BCOP testéSanas metodes validéSana izmantotaja Electro
Design (Rioma, Francija) OP-KIT aprikojuma halogénlampas gaisma, kas iet cauri kontroles nodalfjumam (tuksa
kamera bez lodziniem un $kidruma), kiitot uz fotoelementu, tiek salidzinata ar gaismu, kas krit uz fotoelementu,
izejot cauri nodalfjumam, kura ir kamera ar radzeni. Tiek salidzinata abu fotoelementu uztvertas gaismas vértibu
starpiba un uz digitala displeja attélota skaitliska apdulkoSanas vértiba. Tiek noteiktas apdulkojuma vienibas. Var
izmantot citu veidu opacitometrus ar citadu konfiguraciju (piem., kuriem nav paraléli jaizdara kontroles un
eksperimenta nodalijuma mérijumi), ja ir pieradits, ka tie sniedz lidzigus rezultatus ka validétais aprikojums.

Opacitometra radijumu grafikam visa apdulkojuma meérjjumu diapazona, kas aptver ari dazado klasifikaciju
robezvértibas prognozésanas modeli (t. i, lidz robezvértibai, péc kuras nosaka koroziju | spécigu kairinajumuy),
jabat linearam. Lai nodrosinatu linearus un precizus radijumus lidz 75-80 apdulkosanas vienibam, opacitometrs
jakalibré ar vairakiem kalibratoriem. Kalibratorus ievieto kalibréSanas kamera (radzenes kamera, kas paredzeta
kalibratoriem) un opacitometra nolasa rezultatus. KalibréSanas kamera ir izveidota ta, lai kalibrators atrastos
apmeéram tada pasa attaluma no gaismas un fotoelementa, kada apdulkoSanas meérijumu laika bitu novietota
radzene. Atsauces vértibas un sakotngjie iestatfjumi ir atkarigi no izmantota aprikojuma veida. Ar pienacigim
(instrumentspecifiskam) procediram janodrosina apdulkojuma meérfjumu linearitate. Pieméram, Electro Design
(Rioma, Francija) OP-KIT aprikojuma opacitometru vispirms kalibré uz 0 apdulkojuma vienibam, izmantojot
kalibrésanas kameru bez kalibratora. Péc tam parmainus pa vienam kalibréSanas kamera ievieto tris dazadus
kalibratorus un méra apdulkojumu. Apdulkojuma radijumiem pie 1., 2. un 3. kalibratora ievietoSanas jabat attiecigi
75, 150 un 225 apdulkojuma vienibas £ 5 %.”

13) pielikuma B dala B.48. nodalu aizst3j ar $adu:

“B.48. Izolétas vistas acs testéSanas metode, kura identificé i) nopietnu acu bojajumu inducétajas
kimikalijas un ii) kimikalijas, kuras nav jaklasifice par tadam, kas izraisa acu kairindjumu vai nopietnus acu
bojajumus

IEVADS

Si testésanas metode ir ekvivalenta ESAO Testésanas vadlinijai (TG) Nr. 438 (2013. gads). Izolétas vistas acs (ICE)
testéSanas metodi 2006. un 2010. gada izvértéja Alternativo metozu validéSanas starpagentiiru koordinacijas
komiteja (ICCVAM) kopa ar Eiropas Alternativo metoZu validéSanas centru (ECVAM) un Japanas Alternativo
metozu validéSanas centru (JaCVAM) (1) (2) (3). Pirmaja izvertéSana ICE tika atzita par zinatniski derigu testéSanas
metodi izmanto$anai par skrininga testu tadu kimikaliju (vielu un maisijumu) identificéSanai, kuras izraisa
nopietnus acu bojajumus (1. kategorija), atbilstosi definicijai, kas dota Apvienoto Naciju Organizacijas (ANO)
Kimikaliju klasificeSanas un markesanas globali harmonizétaja sisttma (GHS) (1) (2) (4) un Regula (EK)
Nr. 1272/2008 par vielu un maisjumu klasificé$anu, markéSanu un iepakosanu (CLP regula) (). Otraja izvertéSana
ICE testésanas metode tika izvertéta attieciba uz tas izmantoSanu par skrininga testu tadu kimikaliju identificésana,
kuras nav klasificétas ka acu kairinajuma un nopietnu acu bojajumu izraisitajas saskana ar ANO GHS (3) (4).
Validacijas pétjjuma rezultati un profesionalvértéSanas grupas ieteikumi apstiprindja sakotnéjo ieteikumu ICE
izmantot tam, lai klasificétu kimikalijas, kuras izraisa nopietnus acu bojajumus (ANO GHS 1. kategorija), jo
pieejama datu baze kop§ ICCVAM sakotngjas apstiprinasanas nebija mainjjusies. Minétaja posma netika ierosinati
ieteikumi ICE pielietojamibas jomu paplasinat, taja ietverot arl citas kategorijas. Tika veikta validacijas pétjjuma
izmantotas in vitro un in vivo datu kopas atkartota izvérteSana, kuras mérkis bija izvértét ICE lietderigumu tadu
kimikaliju identificéSana, kuras nav jaklasificé sakara ar acu kairindgjumu vai nopietniem acu bojajumiem (5).

() Eiropas Parlamenta un Padomes 2008. gada 16. decembra Regula (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisjjumu klasificé8anu, markésanu
un iepako$anu un ar ko groza un atce] Direktivas 67/548EEK un 1999/45/EK un groza Regulu (EK) Nr. 1907/2006 (OV L 353,
31.12.2008., 1. Ipp.).
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Atkartotaja izvértéSana tika secinats, ka ICE testéSanas metodi var izmantot ari tadu kimikaliju identificéSanai, kuras
saskana ar ANO GHS klasifikacijas sistému nav jaklasificé ka acu kairindgjuma vai nopietnu acu bojajumu izraisitajas
(4) (5). Saja testésanas metode ietilpst ICE testéSanas metodes ieteicamie lietojumi un ierobezojumi, kuru pamata ir
Sie izvertgjumi. Galvenas atskiribas starp ESAO testéSanas noradijumu sakotnéjo 2009. gada redakciju un
atjauninato 2013. gada redakciju attiecas uz (bet ne tikai) ICE testéSanas metodes izmantosanu tadu kimikaliju
identificéSanai, kuras nav jaklasificé saskand ar ANO GHS Kklasifikacijas sistému, testéSanas parskata elementu
atjauninajumu, 1. papildindgjuma — definiciju — atjaunindgjumu un 2. papildinajuma par standartkimikalijam
atjauninajumu.

Sobrid ir visparpienemts, ka tuvakaja nakotné neviens atsevisks in vitro acu kairindjuma tests nevarés aizstat Dreiza
in vivo acu testu un prognozét visus kairinajuma veidus dazadam kimikaliju klasém. Tomér in vivo acu testu varétu
bit iespéams aizstat, (pakapjveida) testéSanas stratégija stratégiski apvienojot vairakas alternativas testé$anas
metodes (6). Lejup€ja pieeja (7) ir izstradata gadijumiem, kad, pamatojoties uz esoSo informaciju, kimikalijai ir
paredzams augsts kairindjuma izraisiSanas potencials, savukart augSupéja pieeja (7) ir izstradata gadjjumiem, kad,
pamatojoties uz esoso informaciju, paredzams, ka kimikalija neizraisis tadu acu kairindgjumu, ka ta batu jaklasificé.
ICE testéSanas metode ir in vitro testéSanas metode, ko konkrétos apstaklos un ar noteiktiem ierobezojumiem, kas
aprakstiti 8.-10. punkta, var izmantot tam, lai kimikalijas klasificétu un markétu ka acim bistamas. Kaut ari o ICE
testéSanas metodi vienu pasu neuzskata par derigu aizstajéju tru$u acu in vivo testam, to ieteicams izmantot par
sakotngjo soli testéSanas stratégija, pieméram, Scott et al. (7) ierosinataja lejupéja pieeja, lai identificétu kimikalijas,
kas izraisa nopietnus acu bojajumus, t. i, kimikalijas, kuras bez papildu testeSanas jaklasificc ANO GHS
1. kategorija (4). ICE testéSanas metodi ieteicams ar izmantot tam, lai identificétu kimikalijas, kuras nav jaklasifice
sakara ar acu kairinagjumu vai nopietniem acu bojajumiem, saskana ar ANO GHS (ANO GHS nekategorizétas
kimikalijas) (4), tapéc to var izmantot par sakotn&jo soli augSupéja test€Sanas stratégija (7). Tacu, ja ar ICE
testéSanas metodi netiek prognozets, ka kimikalija izraisa nopietnus acu bojajumus vai klasificéjama par acu
kairinajumu/nopietnu acu bojajumu izraisitaju, ta jatesté papildus (in vitro unfvai in vivo), lai noteiktu tas galigo
klasifikaciju. Turklat pirms ICE izmantoSanas augSupéja pieeja, izmantojot klasifikacijas shému, kas nav ANO GHS,
jakonsultéjas ar attiecigajam regulativajam iestadém.

Saja testésanas metodé aprakstitas procediiras, ko izmanto, lai izvértétu testdjamas kimikalijas potencialo bistamibu
acim, ko méra ar tas spéju toksisku iedarboties uz enukleétu vistas aci. Toksisko ietekmi uz radzeni méra ar §adiem
parametriem: (i) kvalitativs apdulkosanas novertéums, (i) kvalitativs epitélija bojajumu novértéjums, pamatojoties
uz fluoresceina apliceSanu acij (fluoresceina aizturéana), (iii) kvantitativs biezuma palielinaganas (piettikuma)
novért§jums un (iv) kvalitativs makroskopisko morfologisko virsmas bojajumu novértéjums. Radzenes
apdulko$anas, pietikuma un bojajumu novertéumu péc ekspozicijas test€jamajai kimikalijai novérté atseviski un
péc tam apvieno, lai noteiktu acu kairinajuma klasifikaciju.

Definicijas ir sniegtas 1. papildinajuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

Sis testeSanas metodes pamatd ir ESAO Noradijumu dokuments 160 (8), kas tika izstradats péc ICCVAM
starptautiska validacijas pétijuma (1) (3) (9), kura piedalijas Eiropas Alternativo metozu validéSanas centrs, Japanas
Alternativo metozu validésanas centrs un TNO Dzives kvalitates nodalas toksikologijas un praktiskas farmakologijas
departaments (Niderlande). Protokola pamata ir informacija, kas iegiita no publicétiem protokoliem, ki ari TNO
paslaik izmantota protokola (10) (11) (12) (13) (14).

Sis testéSanas metodes validésana tika testéts plass kimikaliju klasts, un validacijas pétijuma empiriska datubaze
aptvéra 152 kimikalijas, tostarp 72 vielas un 80 maisfjumus (5). ST testéSanas metode ir izmantojama cietvielam,
skidrumiem, emulsijam un géliem. Skidrumi var biit @idens vai neidens $kidumi, cietvielas var biit gan fideni
Skistosas, gan neskistoSas. Validacijas pétjjuma vél nav novértétas gazes un aerosoli.
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ICE testéSanas metodi var izmantot, lai identificétu acu nopietnu bojajumu izraisitajas kimikalijas, t. i, ANO GHS
1. kategorija klasific§jamas kimikalijas (4). Ja metodi izmanto $im nolikam, konstatétie ICE testéSanas metodes
ierobezojumi ir saistiti ar lielu pseidopozitivu rezultatu ipatsvaru spirtam un lielu pseidonegativu rezultatu
ipatsvaru cietvielam un virsmaktivam vielam (1) (3) (9). Tomér $aja konteksta pseidonegativo rezultitu ipatsvaram
(ANO GHS 1. kategorijas kimikalija identificéta ka tada, kas nav ANO GHS 1. kategorijas kimikalija) nav batiskas
nozimes, jo, izmantojot pieradjjumu izsvéranu secigas testéSanas strat€gija, visas testjamas kimikalijas, kuru
testéSana iegiist negativu rezultatu, péc tam tiktu testétas ar citiem pienacigi validétu(-iem) in vitro testu(-iem) vai, ja
citas iesp&jas nebatu, ar truSiem — atkariba no normativajam prasibam. Japiemin, ka cietvielas Dreiza acu
kairinajuma in vivo testa var izraisit mainigus un parmérigus ekspozicijas apstaklus, ka rezultata var rasties neatbil-
stofas prognozes par to patieso kairindgjuma potencialu (15). Pétnieki var apsvért §is testeSanas metodes
izmantosanu visu veidu kimikalijam, pozitivu rezultatu pienemot ka noradi uz nopietnus acu bojajumus izraiso$u
atbildreakciju, t. i, liecibu, ka kimikalija bez talakas testéSanas jaklasifice ANO GHS 1. kategorija. Tacu spirtu
testéSana ieghti pozitivi rezultati jainterpreté piesardzigi parvértéanas riska del.

Ja ICE testéSanas metodi izmanto tadu kimikaliju identificésanai, kuras izraisa nopietnus acu bojajumus (ANO GHS
1. kategorija), tas visparéja pareiziba ir 86 % (120/140), pseidopozitivo rezultatu ipatsvars ir 6 % (7/113) un pseido-
negativo rezultatu Ipatsvars ir 48 % (13/27), salidzinot ar datiem, kas iegiti ar trusa acu in vivo testéSanas metodi
un kas klasificéti atbilstigi ANO GHS klasifikacijas sistémai (4) (5).

ICE teste$anas metodi var izmantot ari tadu kimikaliju identificéSanai, kuras saskana ar ANO GHS klasifikacijas
sistému nav jaklasificé ka acu kairinagjuma vai nopietnu acu bojajumu izraisitajas. Pirms ICE izmantoSanas
augsupéja pieeja, izmantojot klasifikacijas shemu, jakonsultgjas ar attiecigajam regulativajam iestadem. So testéanas
metodi var izmantot visu veidu kimikalijam, negativu rezultatu piepemot par noradi, ka kimikalija nav jaklasificé
attieciba uz acu kairinagjumu vai nopietniem acu bojajumiem. Tomér, pamatojoties uz vienu validacijas datubazes

rezultatu, krasas, kuras satur organisku pretapaug$anas $kidinataju, var tikt prognozétas par zemu (5).

Ja ICE testéSanas metodi izmanto tadu kimikaliju identificéSanai, kuras nav jaklasificé ka acu kairindgjumu un
nopietnu acu bojajumu izraisitdjas), tas visparéja pareiziba ir 82 % (125/152), pseidopozitivo rezultatu Ipatsvars ir
33 % (26/79) un pseidonegativo rezultatu Ipatsvars ir 1 % (1/73), salidzinot ar datiem, kas iegiti péc trusa acu in
vivo testéSanas metodes un kas klasificéti atbilstigi ANO GHS klasifikacijas sistémai (4) (5). Ja no datu bazes izslédz
test§jamas kimikalijas, kuras ietilpst noteiktas klasés (t. i., organisku pretapaugsanas $kidinataju saturoSas krasas),
ICE testéSanas metodes visparéja pareiziba ANO GHS klasifikacijas sistéma ir 83 % (123/149), pseidopozitivo
rezultatu ipatsvars ir 33 % (26/78) un pseidonegativo rezultatu ipatsvars ir 0 % (0/71) (4) (5).

ICE teste$anas metodi nav ieteicams izmantot tadu testéjamo kimikaliju identificéSanai, kuras jaklasificé ka acim
kairinoSas (t. i, ANO GHS 2. vai 2.A kategorija) vai kuras jaklasifice ka acim viegli kairinosas (ANO GHS 2.
B kategorija), jo ievérojams skaits ANO GHS 1. kategorijas kimikaliju ar metodi ir klasificétas zemaka kategorija —
ANO GHS 2., 2.A vai 2.B kategorija, bet ANO GHS nekategorizetas kimikalijas ir klasificétas augstaka kategorija —
ANO GHS 2., 2.A vai 2B kategorija. Sim nolikam var biit nepieciesams veikt turpmaku testéSanu ar citu
piemérotu metodi.

Visas procediiras ar vistu acim testéjosajam iestadém jaievéro piemérojamie noteikumi un procediras darbibam ar
cilvéku vai dzivnieku izcelsmes materialiem, pie kuriem pieder arf audi un audu $kidrumi. leteicams ievérot
vispargjos piesardzibas pasakumus darbam laboratorija (16).
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Kaut ari ICE testéSanas metode nepem véra konjunktivas un varaviksnenes bojajumus, ko izvérté trusa acu
kairindgjuma testé8anas metodg, ta apskata ietekmi uz radzeni, kas ir noteicoSais faktors in vivo klasifikacija, ja
izmanto ANO GHS Kklasifikaciju. Kaut gan radzenes bojajumu atgriezeniskumu ar ICE testéSanas metodi novértét
nevar, pamatojoties uz truSa acu pétjjumiem, ir ierosinats dazu neatgriezenisko ietekmes veidu novértésanai
izmantot radzenes bojajuma sakotngja dziluma novértgjumu (17). Lai izprastu, ki rodas ar sakotngjo arkartigi
nopietno bojajumu nesaistita neatgriezeniska ietekme, ir nepiecieSamas papildu zinatniskas zinaanas. Visbeidzot,
izmantojot ICE testéSanas metodi, nevar novértét ar acu eksponétibu saistitas sistémiskas toksicitates potencialu.

Si testésanas metode tiks periodiski atjauninata, nemot véra jaunu informaciju un datus. Pieméram, gadfjumos, kad
nepiecieSams pilnigak raksturot radzenes bojajumus, var potencidli noderét histopatologija. Lai $o iesp&amibu
izvertétu, lietotdji tiek mudinati acis saglabat un sagatavot histopatologijas paraugus, kurus iesp&ams izmantot
datubazes izveidé un lémuma pienemsanas kritériju pilnveido$ana, kas vél vairak uzlabotu §is testéSanas metodes
pareizibu. ESAO ir izstradajusi Noradjjumu dokumentu par toksicitates acim in vitro testéSanas metoZu
izmantosanu, kas ietver siki izklastitas procediiras par histopatologijas paraugu nemsanu un informaciju par to, kur
paraugi un/vai histopatologijas dati jaiesniedz (8).

Laboratorijam, kas sik lietot So testéSanas metodi, jiizmanto 2. papildindgjuma noraditas standartkimikalijas.
Laboratorija §is kimikalijas var izmantot ICE testeSanas metodes izmantosanas tehniskas kompetences
demonstrésanai pirms ICE testé$anas rezultatu datu iesniegSanas izmanto$anai normativajos aktos reglamentétajai
bistamibas klasifikacijai.

TESTA PRINCIPS

ICE testéSanas metode ir organotipisks modelis, kas dod iesp&ju Tslaicigi saglabat vistas aci in vitro. Saja testéSanas
metodé testgjamas kimikalijas raditos bojajumus novérté, nosakot radzenes pietikumu, apdulkojumu un
fluoresceina aizturi. Divi pédgjie parametri tiek noveértéti kvalitativi, bet radzenes pietikumu nosaka kvantitativi.
Katru novértejumu parver§ kvantitativa rezultata, ko izmanto, lai aprekinatu kopéjo kairinajuma raditaju, vai tam
pieskir kvalitativu kategoriju, ko izmanto, lai noteiktu acu in vitro apdraudéjuma klasifikaciju vai klasificétu ANO
GHS 1. kategorija vai atzitu par ANO GHS neklasificéjamu kimikaliju. Jebkuru no Siem rezultatiem var izmantot,
lai prognozetu, ka testgjama kimikalija potenciali varétu izraisit nopietnus acu bojajumus in vivo vai ka ta attieciba
uz acu apdraudéjumu nav klasificgjama (sk. “Lémuma pienemsanas kritériji”). Tomér nevar klasificét kimikalijas, par
kuram nav prognozu, ka tas izraisis nopietnus acu bojajumus vai ka tas ir neklasificéjamas, izmantojot ICE
testéSanas metodi (sk. 11. punktu).

Vistu acu avots un vecums

Parasti $aja testa izmanto acis, kas nemtas no kautuvé cilvéka patéripam kautam vistam, tapéc laboratorijas
dzivnieki nav jaizmanto. Izmanto tikai tadu veseligu dzivnieku acis, kurus uzskata par piemérotiem cilvéku
partikai.

Kaut gan nav veikts kontroléts pétjjums vistu optimala vecuma novertéSanai, $aja testéSanas metodé parasti
izmanto pavasara calus, kurus parasti apstrada majputnu kautuve (t. i., aptuveni 7 nedélas vecus, 1,5-2,5 kg).

Acu nemsana un nogadasana laboratorija

Galvas atdala talit péc vistu apdullinaanas, parasti ar elektriskas stravas triecienu, un asinu nolaiSanas pa griezumu
kakla. Jaizvélas vietgjs vistu sagades avots, kas atrodas iesp&ami tuvu laboratorijai, lai vistu galvas no kautuves
varétu nogadat laboratorija tik atri, ka tiktu ierobeZota to bojasanas un/vai bakteriala kontaminacija. Laiks no vistu
galvu pemsanas lidz acu ievietoSanai superfuzijas kamera [superfusion chamber] péc enukleacijas ir iesp&ami
jasamazina (parasti tam janotiek divu stundu laika), lai nodro§inatu testa pienemamibas kritériju izpildi. Visam
testéSanai izmantotajam acim ir jabiit no vienas noteikta diena nemtu acu grupas.



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112/95

Ta ka acis tiek preparétas laboratorija, no kautuves apkartéjas vides temperatiira transporté veselas galvas (parasti
no 18 °C lidz 25 °C) plastmasas karbas, kuras mitrumu uztur ar izotoniska sals $kiduma samitrinatam salvetém.

ICE izmantoto acu izvéles kritériji un skaits

Nelieto acis, kuram péc enukleacijas ir augsts bazlinijas fluoresceina iekrasodanas raditajs (t. i, > 0,5) vai radzenes
apdulkojuma raditajs (t. i., > 0,5).

Katra apstrades grupa un paral€laja pozitivaja kontrolé testé vismaz tris acis. Negativaja kontrolgrupa vai $kidinataja

Ja cieta kimikalija tiek atzita par GHS neklasificgjamu, ieteicams tris acis testét vélreiz, lai negativo rezultatu
apstiprinatu vai atmestu.

PROCEDURA

Acu sagatavosana

Uzmanigi nonem plakstinus, nesabojajot radzeni. Radzenes integritati atri novérte, uz dazam sekundém tas virsmai
uzpilinot 2 % (masas) natrija fluoresceinu, ko péc tam noskalo ar izotonisku sals skidumu. Péc tam ar fluoresceinu
apstradatas acis parbauda ar spraugas lampas mikroskopu, lai parliecinatos, ka radzene nav bojata (t. i, ja
fluoresceina aiztures un radzenes dulkosanas radit3ji ir < 0,5).

Ja acs nav bojata, to uzmanigi, nebojajot radzeni, izpreparé no galvaskausa. Acabolu izvelk no dobuma, mirkski-
nasanas membranu stingri pieturot ar kirurgiskajam knaiblem, un acs muskulus pargriez ar licktam skérém ar
noapalotiem galiem. Svarigi ir nepielaut radzenes bojajumus parmeériga spiediena dé| (t. i., saspiesanas artefaktus).

Aci izpemot no dobuma, pie tas atstdj redzamu dalu redzes nerva. Péc iznemsanas no dobuma aci novieto uz
absorbgjosa paliktna un nogriez mirkskinasanas membranu un citus saistaudus.

superfiizijas aparata kamera (18). Skavas superftzijas aparata kamera janovieto ta, lai pilnigi visa radzene tiktu
apstradata ar izotonisko sals $kidumu (3—4 pilieni minaté vai 0,1 lidz 0,15 ml/min). Superfazijas aparata kameru
temperatiirai jabat 32 + 1,5 °C. Tipisku mitrinasanas aparata (ko var iegadaties vai izgatavot) un acu stiprindgjuma
skavu shému sk. 3. papildinajuma. Aparatu var parveidot atbilstosi konkrétas laboratorijas vajadzibam (pieméram,
atskirigam acu skaitam).

Péc ievietoSanas superfiizijas aparata acis velreiz apskata ar spraugas lampas mikroskopu, lai parliecinatos, ka
preparésanas procediira tas nav bojatas. Saja bridi ar spraugas lampas mikroskopa dziluma mérisanas ierici izméra
radzenes biezumu radzenes virsotné. Janomaina acis ar (i) fluoresceina aiztures raditaju > 0,5, (i) radzenes
apdulkojumu > 0,5 vai (i) jebkadam citam bojajumu pazimém. No tam acim, kas netiek izbrakétas neviena $i
kritérija del, izbrake tas, kuru radzenes biezums par vairak neka 10 % atkiras no visu acu radzenes vidéja biezuma
raditaja. Lietotajiem janem vera, ka, izmantojot spraugas lampas mikroskopu, ar dazadu spraugas platumu var iegiit
atskirigus radzenes biezuma merijumus. Spraugas platums jaiestata 0,095 mm.

Kad visas acis ir parbauditas un atzitas par derigim, acis apméram 45 lidz 60 min inkubg, lai pirms devas
ievadiSanas tas lidzsvarotu ar testéSanas sistému. Péc lidzsvaroSanas registré radzenes biezuma un apdulkoSanas
registré nulles punkta mérjjumu, ko izmanto par bazliniju (t. i, laiks = 0). Sim testéSanas beigupunktam par
bazlinijas mérfjjumu izmanto fluoresceina aiztures raditaju, kas noteikts acs preparésanas laika.
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Test&jamas kimikalijas ievadiSana

Talit péc nulles punkta mérjjumiem (turétaja ievietotu) aci iznem no superfiizijas aparata, novieto horizontali un uz
radzenes aplicé test&jamo kimikaliju.

Testéjamas kimikalijas, kas ir $kidrumi, parasti testé neatskaiditas, tacu tas var atskaidit, ja tas tiek uzskatits par
vajadzigu (piem., tas paredzéts pétijuma plana). Testéjamo kimikaliju atSkaidiSanai ieteicams izmantot fiziologisko
$kidumu. Kontrolétos apstaklos var izmantot ari citus 3kidinatajus, tacu, izpemot fiziologisko $kidumu, citu
$kidinataju piemeérotiba ir uzskatami japarada.

Testgjamas kimikalijas, kas ir $kidrumi, uz radzenes aplicé ta, lai visa radzenes virsma tiktu vienmérigi noklata ar
testéjamo kimikaliju; standarta tilpums ir 0,03 ml

Cietas testgjamas kimikalijas iesp&jami siki jasasmalcina piesta vai lidziga smalcinasanas iericé. Pulveri uz radzenes
aplicé ta, lai virsmu vienmérigi parklatu ar testgjamo kimikaliju; standarta daudzums ir 0,03 g.

Testgjamo kimikaliju (Skidrumu vai cietvielu) aplice uz 10 sekundém un péc tam noskalo no acs ar izotonisku
istabas temperatiiras sals $kidumu (apméram 20 ml). Péc tam aci (ievietotu turétaja) atkal ievieto superfiizijas
aparata sakotnéja vertikalaja stavokli. Ja nepiecieSams, péc 10 sekunzu aplicéSanas un laikpunktos péc tas var veikt
papildu skalosanu (piem., atklajot testgjamas kimikalijas atliekas uz radzenes). Parasti papildu skalosanai izmantota
sals skiduma daudzumam nav batiskas nozimes, svarigi ir, vai ir novérojama kimikalijas pielipsana pie radzenes.

Kontroles kimikalijas

Katra eksperimenta ieklauj paralélas negativas vai $kidinataja/nesgja kontroles un pozitivas kontroles.

Testgjot skidrumus 100 % koncentracija vai cietvielas, ICE testéSanas metodé par paralélu negativo kontroli izmanto
fiziologisko skidumu, lai konstatétu neraksturigas izmainas testéSanas sistéma un parliecinatos, ka kairinagjuma
atbildreakcija nerodas testa apstaklu dél.

Testéjot atskaiditus Skidumus, testéSanas metodé icklauj paralélu $kidinataja/nes€ja kontrolgrupu, lai konstatétu
neraksturigas izmainas testéSanas sistéma un parliecinatos, ka kairinajuma atbildreakcija nerodas testa apstaklu de].

ietekmes uz testéSanas sistému.

Katra eksperimenta ka paralélu pozitivo kontroli ieklauj zinamu acu kairinataju, lai parliecinatos, ka tiek inducéta
atbilsto$a atbildreakcija. Ta ka $aja testéSanas metodé ICE tests tiek izmantots nopietnu acu bojajumu vai nopietnu
kairindgjumu izraisitdju identificé8anai, pozitivajai kontrolei jabat standartkimikalijai, kas $aja testéSanas metodé
izraisa spécigu atbildreakciju. Tomér, lai varétu novértét pozitivas kontroles atbildreakcijas mainibu laika,
kairinajuma atbildreakcijas intensitate nedrikstétu bat parlieku liela. Par pozitivo kontroli jaiegiist pietickami daudz
in vitro datu, lai pozitivajai kontrolei varétu aprékinat statistiski noteiktu pienemamo vértibu intervalu. Ja par
konkrétu pozitivo kontroli nav pieejams pietickams daudzums vésturisko ICE testéSanas metodes datu, iesp&jams,
javeic peétijumi, lai $o informaciju iegatu.

Pozitivas kontroles piemeéri test€jamajam kimikalijam, kas ir $kidrumi, ir 10 % etikskabe vai 5 % benzalkonija
hlorids, bet cietajam testéjamam kimikalijam — natrija hidroksids vai imidazols.

Etalonkimikalijas palidz novértét nezinamas konkrétas kimikaliju vai produktu kategorijas kimikalijas sp&ju izraisit
acu kairindgjumu vai novértét acu kairinataja salidzino$o spéju izraisit noteiktas intensitates kairindgjuma
atbildreakciju.
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Meéramie beigupunkti

Apstradatas radzenes novérté pirms aplicéSanas un 30, 75, 120, 180 un 240 min (* 5 min) péc skalosanas, kas
veikta péc apstrades. Ar $iem laikpunktiem pietiek, lai Cetru stundu ilgaja apstrades perioda veiktu pietickamu
skaitu meérfjumu un starp mérjjumiem biitu pietickami ilgs laiks vajadzigo novérojumu veik$anai visam acim.

Novérté $adus parametrus: radzenes apdulkojums, pietikums, fluoresceina aizture un morfologiskas izmainas
(piem., epitélija bedrainums vai atslabsana). Katra no iepriek§ minétajiem laikpunktiem nosaka visus beigupunktus,
iznemot fluoresceina aizturi (ko nosaka tikai pirms aplicéSanas un 30 min péc ekspozicijas testéjamajai kimikalijai).

Radzenes apdulkojumu, fluoresceina aizturi, morfologiskas izmainas un histopatologiskos novérojumus, ja tadi tiek
izdariti, ieteicams dokumentét fotografijas.

Péc pedgjas apskates Cetru stundu perioda beigas ieteicams acis saglabat piemérota fiksativa (piem., neitrala buferéta
formalina) iesp&jamai histopatologiskai izmeklésanai (sikaku informaciju sk. 14. punkta un (8)).

Radzenes pietikumu nosaka no radzenes biezuma mérijumiem ar spraugas lampas mikroskopa optisko pahimetru.
To izsaka procentos un aprékina péc radzenes biezuma mérijumiem saskana ar §adu formulu:

corneal thickness at time t — corneal thickness at time = 0 % 100
corneal thickness at time = 0

Visiem novérojumu laikpunktiem aprékina visu testa acu radzenu vidéjo pietikumu procentos. Pamatojoties uz
jebkura laikpunkta novéroto augstako vidéjo radzenes pietikuma raditaju, katrai testéjamajai kimikalijai pieskir
kopgjo kategorijas vértgjumu (sk. 51. punktu).

Radzenes apdulkojumu izvérté, novértéjot to radzenes dalu, kas ir visapdulkotaka, ka redzams 1. tabula. Aprekina
visu testa acu vidéjo radzenes apdulkojumu visos novérojumu laikpunktos. Pamatojoties uz jebkura laikpunkta
novéroto augstako vidéjo radzenes apdulkojuma raditdju, katrai testéjamajai kimikalijai pieskir kop&jo kategorijas
vértgjumu (sk. 51. punktu).

1. tabula

Radzenes apdulkojuma raditajs

7

Vertéjums Piezimes
0 Apdulkojuma nav
0,5 Loti vaj§ apdulkojums
1 Izkaisitas vai difiizas zonas, labi redzamas varaviksnenes dalas
2 Labi iz8kirama caurspidiga dala, varaviksnenes dalas redzamas nedaudz neskaidri
3 Izteikts radzenes apdulkojums, varaviksnenes dalas nav redzamas, acs zilites izmérs tikko saskatams
4 Pilnigs radzenes apdulkojums, varaviksnene nav saskatama
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Fluoresceina aizturi izvérté tikai 30 min novérosanas laikpunkta, ka redzams 2. tabula. Péc tam aprékina visu testa
acu vidgjo fluoresceina aiztures vértibu 30 min novéroSanas laikpunkta un to izmanto, lai katrai test€jamai
kimikalijai pieskirtu kopgjo kategorijas vértgjumu (sk. 51. punktu).

2. tabula.

Fluoresceina aiztures raditajs

Vertéjums Noveérojums
0 Fluoresceina aiztures nav
0,5 Loti neliela atsevisku $tinu iekrasosanas
1 Neregulara atsevisku $tinu iekrasoSanas visa apstradataja radzenes dala
2 Koncentréta vai konfluenta bliva atsevisku $tnu iekraso$anas
3 Lielas, konfluentas radzenes dalas iekrasosanas ar fluoresceinu

Morfologisko izmainu veidi ir radzenes epitélija $tnu “bedrosanas” [pitting], epitélija “atslabsana” [loosening],
radzenes virsmas “sarepéSana” [roughening] un test§jamas kimikalijas “pielipsana” [sticking] pie radzenes. So
bojajumu smaguma pakape var atskirties, un vairakas $is pazimes var konstatét vienlaicigi. Atkariba no testé$anas
veicja interpretacijas $o bojajumu klasifikacija ir subjektiva.

DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Datu izvértésana

Radzenes apdulkosanas, pietikuma un fluoresceina aiztures rezultati janovérté atseviski, lai katram beigupunktam
iegtitu ICE klasi. Péc tam attiecigas testéjamas kimikalijas izraisita kairindjuma klasifikacijas noskaidro$anai visiem
beigupunktiem noteiktas ICE klases apvieno.

Lemuma pienemsanas kritériji

Péc visu beigupunktu novertéSanas var pieskirt ICE klases, pamatojoties uz ieprieks noteiktiem raditaju vértibu
intervaliem. Radzenes pietikumu (3. tabula), apdulkosanos (4. tabula) un fluoresceina aizturi (5. tabula) atbilstosi
Cetram ICE klasém interpreté $adi: Ir svarigi piebilst, ka 3. tabula noraditos radzenes pietikuma raditajus izmanto
tikai tad, ja biezums ir mérits ar spraugas lampas mikroskopu (piem., ar Haag-Streit BP900), izmantojot dziluma
mériSanas ierici Nr. 1 un spraugas platuma iestatijuma vértibu 9%, kas ir 0,095 mm. Lietotajiem janem véra, ka,
izmantojot spraugas lampas mikroskopu, ar dazadu spraugas platumu var iegit atkirigus radzenes biezuma
mérjjumus.

3. tabula

ICE radzenes pietikuma klasifikacijas kritériji

Vidgjais radzenes pietikums (%) (*) ICE klase

no 0 lidz 5 I

> 51idz 12 II
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Vidéjais radzenes pietiikums (%) (* ICE klase
> 12 lidz 18 (> 75 min péc apstrades) I
> 12 lidz 18 (< 75 min péc apstrades) 111
> 18 lidz 26 11
> 26 lidz 32 (> 75 min péc apstrades) 11
> 26 lidz 32 (< 75 min péc apstrades) v
> 32 v

(*) Augstakais novérotais vidgjais raditajs jebkura laikpunkta.

4. tabula

ICE Klasifikacijas kritériji dulkoSanas novértésanai

Maksimalais vidgjais apdulkosanas raditajs (*) ICE klase
0,0-0,5 I
0,6-1,5 I
1,6-2,5 11
2,6-4,0 I\%

(*) Augstakais novérotais vidgjais raditajs jebkura laikpunkta (atbilstosi 1. tabula noteiktajiem dulkoSanas vértéjumiem).

5. tabula

ICE Kklasifikacijas kritériji fluoresceina aiztures vidéja raditaja novértésanai

Fluoresceina aiztures vidéjais raditajs 30 min péc apstrades () ICE klase
0,0-0,5 [
0,6-1,5 II
1,6-2,5 I
2,6-3,0 v

(*) Atbilstosi 2. tabula noteiktajiem vértgjumiem.

Testéjamas kimikalijas in vitro klasifikaciju nosaka péc GHS klasifikacijas, kas atbilst radzenes pietikuma, radzenes
apdulko$anas un fluoresceina aiztures raditaju kategoriju kombinacijai, ka aprakstits 6. tabula.
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6. tabula

Kopégjas in vitro klasifikacijas

ANO GHS Klasifikacija 3 beigupunktu kombinacijas
Nekategorizéta 3x1
2x,1xII
Nav iespg&jams prognozét Citas kombinacijas
1. kategorija 3xIV
2x1V, 1 x1II

2x IV, 1x11(%

2xIV, 1 x1(¥

Radzenes apdulkosanas 30 min laikpunkta > 3 (vismaz
2 acim)

Radzenes apdulkoSanas kada laikpunkta = 4 (vismaz 2
acim)

levérojama epitélija atslabsana (vismaz 1 acij)

() Mazak varbiitigas kombinacijas.

Pétijuma pienemamibas kritériji

tiek attiecigi identificétas ka GHS neklasificéjamas un GHS 1. kategorijas kimikalijas.

Testésanas parskats
Ja ta attiecas uz pétijuma norisi, testéSanas parskata jaieklauj sada informacija:
Testgjamas un kontroles kimikalijas

— Kkimiskais(-ie) nosaukums(-i), piem., Chemical Abstracts Service (CAS) izmantotais nosaukums un citi nosaukumi,
ja tadi ir zinami;

— CAS registra numurs, ja tas ir zinams;
— testéjamas/kontroles kimikalijas tiriba un sastavs (masas procentos), ciktal 1 informacija ir pieejama;

— fizikalkimiskas ipasibas, kas attiecas uz pétijuma norisi, piem., fizikalais stavoklis, gaistamiba, pH, stabilitate,
kimiska klase, $kidiba tident;

— test&jamo/kontroles kimikaliju sagatavosana pirms testéSanas, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinasana);
— stabilitate, ja zinama.

Informacija par sponsoru un testgjoso iestadi

— sponsora, test&josas iestades, pétjjuma vaditaja vards/nosaukums un adrese;

— norade par acu nemsanas vietu (t. i., iestade, kur tas nemtas).

Testesanas metodes apstakli

— izmantotas testa sistémas apraksts;
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— izmantotais sprauga lampas mikroskops (piem., modelis) un izmantotd spraugas lampas mikroskopa
instrumentu iestatijumi;

— norade uz vésturisko negativo un pozitivo kontrolu rezultatiem un vésturiskie dati, kas apliecina pienemamus
paralélo etalonkontrolu diapazonus, ja tadi ir pieejami;

— procediira, ko izmanto, lai nodroinatu testéSanas metodes integritati (t. i, pareizibu un ticamibu) laika (piem.,
periodiska standartkimikaliju testé$ana).

Acu nemSana un sagatavosana

— donordzivnieka vecums un svars un citas specifiskas to dzivnieku raksturipasibas, no kuriem acis nemtas
(piem., dzimums, celms);

— acu glabasanas un transportéSanas apstakli (piem., acu nemsanas datums un laiks, laiks no vistu galvu nemsanas
lidz enukleéto acu ievietosanai superfiizijas kamera);

— acu sagatavo$ana un novietoSana, ieskaitot zinas par to kvalitati acu kameru temperatiiru un testéSanai
izmantoto acu atlases kritérijiem.

Testa procediira
— izmantoto replikatu skaits;

— izmantoto negativo un porzitivo kontrolu (attiecigda gadijuma ari $kidinataja kontrolu un etalonkontrolu)
identitate;

— testgjamas kimikalijas deva, aplicé$ana un ekspozicijas laiks;

— novérosanas laikpunkti (pirms un péc apstrades);

— izmantoto izvértéSanas un lémuma pienemsanas kritériju apraksts;
— izmantoto pétijuma pienemamibas kritériju apraksts;

— testa procediiras modifikaciju apraksts, ja tadas bijusas.

Rezultati

— tabula ar radzenes pietikuma, apdulkojuma un fluoresceina aiztures raditajiem par katru aci atseviski un katra
novérojumu laikpunkta, tostarp katras testa acs vidgjie raditaji katra novérojumu laika;

— augstakie novérotie vidéjie radzenes pietikuma, apdulkojuma un fluoresceina aiztures raditaji (no jebkura
laikpunkta) un to attieciga ICE klase;

— jebkadas citas novérotas ietekmes apraksts;
— iegita in vitro GHS klasifikacija;

— attiecigos gadjjumos acs fotografijas.
Rezultatu iztirzajums
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1. papildinajums

DEFINICIJAS

Pareiziba: pakape, kada ar testéSanas metodi iegiito mérfjumu rezultati sakrit ar pienemtajam atsauces vértibam.
Tas ir testéSanas metodes veiktspgjas raksturlielums un viens no tas “relevantuma” aspektiem. So terminu bieZi
izmanto ar nozimi “konkordantums”, ar to domajot testéSanas metodes pareizo rezultatu ipatsvaru.

Etalonkimikalija: kimikalija, ko izmanto par standartu salidzind3and ar testg§jamo kimikaliju. Etalonkimikalijai
japiemit $adam ipasibam: (i) pastavigs(-i) un uzticams(-i) ieguves avots(-i); (i) struktiras un funkciju lidziba ar
test§jamo kimikaliju klasi, (iii) zinamas fizikalas/kimiskas ipasibas; (iv) papildu dati par zinamajiem ietekmes
veidiem un (v) zinama potence vélamas atbildreakcijas diapazona.

Augsupéja pieeja: pakapeniska pieeja, ko izmanto kimikalijai, par kuru ir aizdomas, ka ta nav jaklasificé ka acu
kairinagjuma vai nopietna acu bojajuma izraisitaja, un kas sakas ar to kimikaliju noskirsanu, kuras nav jaklasifice
(negativs rezultats), no citam kimikalijam (pozitivs rezultats).

Kimikalija: viela vai maisijums.
Radzene: acibola priekséja caurspidiga dala, kas parklaj varaviksneni un ziliti un ielaiz aci gaismu.

Radzenes apdulkojums: izmérita radzenes apdulkosanis pakape péc ekspozicijas testéjamajai kimikalijai.
Radzenes apdulkojuma palielinaganas liecina par radzenes bojajumiem.

Radzenes pietiikums: objektivs ICE testa mérjjums, kas norada, kada meéra radzene péc ekspozicijas testéjamajai
kimikalijai ir pietikusi. To izsaka procentos un aprékina péc radzenes bazlinijas (pirms devas ievadiSanas) biezuma
mérfjumiem un biezuma, kas ICE testa regularos intervalos registréts péc ekspozicijas testéjamajai kimikalijai.
Radzenes pietikuma pakape ir radzenes bojajumu indikators.

Acu kairinajums: izmainas aci, kas rodas péc testéjamas kimikalijas aplicéSanas uz acabola priekséjas virsmas un
kas 21 dienas laika péc aplicéSanas ir pilnigi atgriezeniskas. Nozime to pasu, ko “atgriezeniska ietekme uz acim” un
“ANO GHS 2. kategorijav” (4).

Pseidonegativu rezultatu ipatsvars: tas, cik liela dala no visim pozitivajam kimikalijam ar testéSanas metodi
aplami iznak negativas. Tas ir viens no testésanas metodes veiktspéjas raditajiem.

Pseidopozitivu rezultitu ipatsvars: tas, cik liela dala no visim negativajam kimikalijam ar testéSanas metodi
aplami iznak pozitivas. Tas ir viens no testéSanas metodes veiktspéjas raditajiem.

Fluoresceina aizture: subjektivs ICE testa raditajs, kas norada, kada méra radzenes epitélija $inas péc ekspozicijas
testéjamajai vielai aiztur natrija fluoresceinu. Fluoresceina aiztures pakape ir radzenes epitélija bojajumu indikators.

Bistamiba: ipasiba, kas raksturo tadu agentu vai situaciju, kurai piemit potencials atstat nelabvéligu ietekmi uz §im
agentam eksponétu organismu, sistému vai (apaks)populaciju.

Neatgriezeniska ietekme uz acim: sk. “Nopietni acu bojajumi” un “ANO GHS 1. kategorija”.
Maisijums: maisijums vai $kidums, kas sastav no divam vai vairak vielam, kuras taja savstarp€ji nereagé (4).

Negativa kontrole: neapstradats replikats, kura ir visi testa sistémas komponenti. Ar §o paraugu rikojas tapat, ka
ar paraugiem, kas apstradati ar test§jamo kimikaliju, un citiem kontrolparaugiem, lai noteiktu, vai $kidinatajs
mijiedarbojas ar testa sistému.
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Neklasificetas kimikalijas: vielas, kuras nav klasificétas ka acu kairindjumu (ANO GHS 2. kategorija) vai nopietnu
acu bojajumu (ANO GHS 1. kategorija) izraisitajas. Nozimé to pasu, ko “ANO GHS nekategorizétas kimikalijas”.

Pozitiva kontrole: replikats, kura ir visi testa sistémas komponenti un kur§ apstradats ar kimikaliju, par ko ir
zinams, ka ta izraisa pozitivu atbildreakciju. Lai biitu iesp&a novértét pozitivas kontroles atbildreakcijas mainibu
laika, spécigas atbildreakcijas intensitate nedrikstétu bit parlieku liela.

Ticamiba: parametrs, kas izsaka, kada pakapé taja pasa vai cita laboratorija ilgaka laika, izmantojot to pasu
protokolu, var iegiit reproducgjamus rezultatus. To novérté, aprékinot metodes reproducgjamibu taja pasa
laboratorija un dazadas laboratorijas un atkartojamibu taja pasa laboratorija.

Atgriezeniska ietekme uz acim: sk. “Acu kairindgjums” un “ANO GHS 2. kategorija”.

Nopietni acu bojajumi: acs audu bojajums vai nopietna fiziska redzes pasliktinasanas, kas rodas péc testéjamas
kimikalijas aplicéSanas uz acs priek$€jas virsmas un kas 21 dienas laika péc aplicéSanas nav pilnigi atgriezeniska.
Nozimé to pasu, ko “neatgriezeniska ietekme uz acim” un “ANO GHS 1. kategorija” (4).

Spraugas lampas mikroskops: instruments, ko izmanto acs tiesai apskatiSanai binokulara mikroskopa palieli-
najuma un kas rada stereoskopisku, vertikalu attélu. ICE testé$anas metodé $o instrumentu izmanto, lai apskatitu
vistas acs prieks€jas struktiiras, ka ari objektivi izméritu radzenes biezumu ar dziluma mériSanai paredzétu
paligierici.

Skidinataja/neséja kontrole: neapstradats paraugs, kurd ir visi testa sistémas komponenti, tostarp $kidinatajs vai
nesgjs, ko izmanto ar testgjamo kimikaliju apstradatajos paraugos un citos kontrolparaugos, un kuru izmanto, lai
noteiktu bazlinijas atbildreakciju paraugiem, kas apstradati ar attiecigaja $kidinataja vai nesgja izskidinatu testéjamo
kimikaliju. Ja testa izmanto ari paralélu negativo kontroli, $is paraugs parada ari to, vai $kidinatdjs vai nesgjs
mijiedarbojas ar testa sistému.

Viela: dabiski radusies vai razosanas procesa iegiiti kimiskie elementi un to savienojumi, ieskaitot produkta stabili-

atdalit, neietekméjot vielas stabilitati un neizmainot tas sastavu (4).

Virsmaktiva viela: saukta ari par virsmaktivu agentu, ir viela, piem., detergents, kas var samazinat Skidruma
virsmas spraigumu un tadéjadi lauj tam putot vai penetrét cietvielas; to dévé arl par mitrinataju.

Lejupéja pieeja: pakapeniska pieeja, ko izmanto kimikalijai, par kuru ir aizdomas, ka ta izraisa nopietnus acu
bojajumus, un kas sakas ar to kimikaliju noskirSanu, kuras inducé nopietnus acu bojajumus (pozitivs rezultats), no
citam kimikalijam (negativs rezultats).

Testéjama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko testé ar $o testésanas metodi.

Daudzpakapju testéSanas stratégija: pakapeniskas testéSanas stratégija, kura noteikta seciba parskata visu esoSo
informaciju par testgjamo kimikaliju, katra pakapeé izmantojot pieradijumu izsvér$anu, lai pirms parejas uz nakamo
pakapi noteiktu, vai ir pieejams pietiekami daudz informacijas, lai piepemtu lémumu par bistamibas klasifikaciju. Ja
test¢jamas kimikalijas kairinagjuma izraisiSanas potencialu var noteikt, pamatojoties uz eso$o informaciju, papildu
testéSana nav javeic. Ja, pamatojoties uz eso$o informaciju, testgjamas kimikalijas kairindgjuma izraisiSanas
potencialu noteikt nevar, ievéro pakapenisku secigu procedfiru testéSanai ar dzivniekiem, lidz var viennozimigi
pienemt lémumu par klasifikaciju.

Apvienoto Naciju Organizacijas Kimikaliju klasificéSanas un markéSanas globali harmonizéta sistéma
(ANO GHS): sistéma, kurd kimikalijas (vielas un maisijumus) klasificé péc standartizétiem fizisko apdraudéumu,
veselibas apdraudéjumu un vidisko apdraudéjumu tipiem un limepiem un kura paredz atbilstosus sazinas
elementus, piem., piktogrammas, signalvardus, bistamibas apzimé&jumus, drosibas prasibu apzimé&umus un drosibas
datu lapas, ar mérki sniegt informaciju par kimikaliju nelabvéligo ietekmi, lai aizsargatu cilvékus (tostarp darba
devéjus, darba néméjus, transporta darbiniekus, patérétajus un avarijas dienestu darbiniekus) un vidi (4).
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ANO GHS 1. kategorija: sk. “Nopietni acu bojajumi” un/vai “Neatgriezeniska ietekme uz acim”.
ANO GHS 2. kategorija: sk. “Acu kairinagjums” un/vai “Atgriezeniska ietekme uz acim”.

ANO GHS nekategorizéta kimikalija: vielas, kuras neatbilst kritérijiem klasificésanai ANO GHS 1. vai 2. (2.A vai
2.B) kategorija. Nozimé to pasu, ko “neklasificétas kimikalijas”.

Validéta testéSanas metode: testéSanas metode, kuras relevantums (ieskaitot pareizibu) un ticamiba attieciba uz
lictosanu konkréta noliika ir parbaudita validacijas pétijjumos. Jaievéro, ka validétas testéSanas metodes veiktspéja
pareizibas un ticamibas zina var nebit pietiekama, lai to izmantotu paredzétajam nolikam.

Pieradijumu izsveérs$ana: process, kura izsver dazadu informacijas elementu stipras un vajas puses, censoties
izdarit un pamatot secinajumu par testéjamas kimikalijas bistamibas potencialu.
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2. papildinajums

ICE TESTESANAS METODES STANDARTKIMIKALIJAS

Pirms 3ai testéSanas metodei atbilstigas testéSanas metodes regularas izmantosanas laboratorijas uzskatami apliecina
savu tehnisko kompetenci, pareizi nosakot klasifikaciju 1. tabula ieteiktajam 13 vielam, kas izraisa acu apdrau-
déjumus. Sis kimikalijas ir atlasitas ta, lai tas reprezentétu acu apdraudgumu izraisito atbildreakciju diapazonu,
kura pamata ir in vivo tests ar trusa acim (TG 405) un ANO GHS klasifikacijas sistému (t. i., ANO GHS 1., 2.A, 2.B
kategorija vai nekategorizétas kimikalijas) (4) (6). Citi atlases kritériji bija kimikaliju pieejamiba tirgd, kvalitativu in
vivo atsauces datu pieejamiba un kvalitativu ar ICE testéSanas metodi iegiitu in vitro datu pieejamiba. Atsauces dati ir
pieejami SSD (5) un ICCVAM papildinformacijas parskata dokumentos par ICE testéSanas metodi (9).

1. tabula

Kimikalijas, kuras ieteicams izmantot, lai pieraditu tehnisko kompetenci izmantot ICE testéSanas metodi

Kimikalija CAS Nr. Kimiska klase (') Ag‘r/z%it:té— In vivo klasifikacija (%) | In vitro klasifikacija (%)
Benzalkonija hlorids | 8001-54-5 | Onijsavienojums Skidrs 1. kategorija 1. kategorija
(5 %)
Hlorheksidins 55-56-1 | Amins, amidins Ciets 1. kategorija 1. kategorija
Dibenzoil-L-vin- 2743-38-6 | Karbonskabe, este- Ciets 1. kategorija 1. kategorija
skabe ris
Imidazols 288-32-4 | Heterociklisks Ciets 1. kategorija 1. kategorija
Trihloretikskabe 76-03-9 | Karbonskabe Skidrs 1. kategorija 1. kategorija
(30 %)
2,6-Dihlorbenzoilh- | 4659-45-4 | Acilhalogenids Skidrs 2.A kategorija Nav iesp&ams prog-
lorids nozét (4
Amonija nitrats 6484-52-2 | Neorganisks sals Ciets 2.A kategorija (°) Nav iesp&jams prog-

nozét (%)
Etil-2-metilaceto- 609-14-3 | Ketons, esteris Skidrs 2.B kategorija Nav iespgjams prog-
acetats nozét (%)
Dimetilsulfoksids 67-68-5 | Organisks séra sa- Skidrs | Nekategorizéta Nekategorizeta
vienojums

Glicerins 56-81-5 | Spirts Skidrs | Nekategorizéta Nekategorizéta (ro-

bezgadijums)
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Kimikalija CAS Nr. Kimiska klase (1) Ag‘r;%jit:té— In vivo Klasifikacija () | In vitro klasifikacija (%)
Metilciklopentans 96-37-7 | Ogladenradis (ci- Skidrs | Nekategorizéta Nekategorizeta
klisks)
n-heksans 110-54-3 | Ogladenradis (aci- Skidrs | Nekategorizéta Nekategorizéta
klisks)
Triacetins 102-76-1 | Lipids Skidrs | Neklasificéta Nekategorizeta

Saisindjumi: CAS Nr. = Chemical Abstracts Service registra numurs

() Kimikaliju klases katrai testéjamai kimikalijai pieskirtas, izmantojot standarta klasifikacijas shemu, kuras pamata ir National Li-
brary of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) Klasifikacijas sistéma (pieejama http://www.nlm.nih.gov/mesh).

(3 Pamatojoties uztrusa acu in vivo testa rezultatiem (ESAO TG 405) un izmantojot ANO GHS sistému (4)(6).

(}) Pamatojoties uz 6. tabula noraditajiem ICE rezultatiem.

(*) Apvienoti ICE raditaji, iznemot tos, kas noraditi 6. tabula GHS neklasificgjamo kimikaliju kategorijas un GHS 1. kategorijas
identificésanai (sk. 6. tabulu).

() KlasificeSana 2.A vai 2.B kategorija ir atkariga no ta, ka interpreté ANO GHS kritériju, ar ko §is divas kategorijas noskir, t. i,
lai kimikaliju klasificétu 2.A kategorija, 7. diend ietekmei jabat novérojamai 1 no 3 dzivniekiem vai 2 no 3 dzivniekiem. In
vivo pétfjums aptvéra 3 dzivniekus. Visi beigupunkti, iznemot konjunktivas apsartumu vienam dzivniekam, lidz 7. dienai vai
atrak saruka lidz nullei. Vienam dzivniekam, kur§ pilnigi neatlaba lidz 7. dienai, konjunktivas apsartuma raditajs bija 1
(7. diend), bet 10. diena tas pilnigi izzuda.
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3. papildinajums

ICE SUPERFUZIJAS APARATA UN ACU SKAVU SHEMAS

(Papildu visparejus aprakstus par superfiizijas aparatu un acu skavu sk. Burton et al. (18))

13 4
¢ ha—1
15)
EYE HOLDER
Detalas Nr. Apraksts Detalas Nr. Apraksts
1 Silta Gidens izvadkanals 9 Nodalijums
2 Bidamas durvis 10 Acs turétajs
3 Superfizijas aparats 11 Vistas acs
4 Optiskais mérinstruments 12 Sals skiduma izvadkanals
5 Silta tidens ievadkanals 13 lestatiSanas skriive
6 Sals skidums 14 Regulgjams augsgjais turétajs
7 Silts tidens 15 Fikséts apaksgjais turétajs;”
8 Sals skiduma ievadkanals
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14) pielikuma B dala B.49. nodalu aizst3j ar $adu:

“B.49. Ziditaju Sanu Mikrokodolu In Vitro Tests

IEVADS

Si testéSanas metode ir ekvivalenta ESAO Testésanas vadlinijai Nr. 487 (2016). Ta ir dala no genétiskas toksiko-
logijas testeSanas metozu klasta. Ir izstradats ESAO dokuments, kas isi informé par testéSanu genétiskaja toksiko-
logija un sniedz parskatu par neseniem §is vadlinijas grozijumiem.

In vitro mikrokodolu (MNvit) tests ir genotoksicitates tests mikrokodolu (MN) detektéSanai interfazes $unu
citoplazma. Mikrokodoli var bit no acentriskiem hromosomu fragmentiem (t. i., tddiem, kuriem nav centromeéra)
vai no veselam hromosomam, kuras $tinu daliSanas anafazé nespéj atvirzities uz $nas poliem. Tad&jadi MNvit tests
ir in vitro metode, kas dod visaptvero$u pamatu hromosomu bojajumu potenciala izpétei in vitro, jo lauj detektét
gan aneigénus, gan klastogénus (2) (3) $iinas, kuras laika, kad tas eksponétas testéjamajai kimikalijai, vai péc tam ir
notikusi $tinu daliSanas (stkaku informaciju sk. 13. punkta). Mikrokodoli reprezenté meit$iinam nodotos bojajumus,
bet metafazes $linas uzskaititas hromosomu aberacijas talak nodotas nereti netiek. Jebkura gadijuma parmainas var
nebit saderigas ar $unu izdzivoSanu.

Si testéSanas metode lauj izmantot testéSanas protokolu ar aktina polimerizacijas inhibitoru citohalazinu B (cytoB)
vai bez ta. CytoB pievienosana pirms mitozes rada divkodolu $tinas un lidz ar to lauj identificét un analizét
mikrokodolus tikai tajas $tnas, kurds ir noslégusies viena mitoze (4) (5). Turklat, ja ir pieradjjumi tam, ka
analizé§jama $unu populacija ir notikusi mitoze, §i testéSanas metode lauj izmantot testéSanas protokolus, kuri
neparedz citokinézes blokésanu.

Papildus MNpit testa izmantojumam mikrokodolus induc&josu kimikaliju identificéSanai papildu informaciju par
hromosomu bojajumu mehanismiem un mikrokodolu veidoSanos var iegat ar citiem noderigiem panémieniem,
piem., kinetohoru imiinkimisko iezimé$anu vai hibridizésanu ar centroméru/teloméru zondém (fluorescenta in situ
hibridizésana, FISH) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17). Tadas ieziméSanas un hibridizésanas
procediiras var izmantot, ja konstatéta pastiprinata mikrokodolu veidoSanas un pétnieks vélas noskaidrot, vai $a
pastiprinajuma izraisitaja iedaba ir klastogéniska un/vai aneigéniska.

Ta ka mikrokodolus interfazes $inas var noveértét salidzinosi objektivi, laboratorijas personala vienigais uzdevums
ir noteikt, kads ir divkodolu $tinu skaitu, kad ir izmantots ¢ytoB, un (visos gadijumos) mikrokodolu incidenci. Ta
prieksmetstiklinus novértét var relativi atri un analizi var automatizét. Tapéc ir praktiski iespéjams viena apstrades
reizé noveértét tikstosiem, nevis simtiem $tnu un tada veida palielinat testa jaudu. Visbeidzot, ta ka mikrokodoli
var izveidoties no hromosomam, kas ir aizkavéjusas hromosomas, ar $o metodi potenciali var detektét aneiploidiju
inducgjodus agentus, kurus ir sarezgiti pétit ar parastajiem hromosomu aberacijas testiem, piem., §a pielikuma
B.10. nodalas testu (18). Tomer 3aja testéSanas metodé aprakstitais MNvit tests bez IpaSiem panémieniem, piem.,
4. punkta minétas FISH, nelayj tas kimikalijas, kuras inducé hromosomu skaita izmainas un/vai ploidiju, diferencét
no tam, kuras inducé klastogenitati.

MNwit tests ir robusts, un to var veikt ar dazadu tipu $inam, ar ¢ytoB vai bez ta. Bagatigs datu klasts apstiprina
MNvit testa derigumu dazadu veidu $Gnam ($Gnu liniju kultGram vai primaro $tnu kultaram) (19) (20) (21) (22)
(23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) (36). Ipasi jaatzimé starptautiskie validacijas pétijumi,
kuru norisi koordingjusi Francijas Genotoksikologijas biedriba [Société Francaise de Toxicologie Génétique] (SFTG) (19)
(20) (21) (22) (23), un Starptautiska Genotoksikologijas darbseminara zinojumi (5) (17). Veicot apliecinajuma
nozimes retrospektivu validacijas pétjjumu, pieejamos datus turklat atkartoti izvértéjis Eiropas Komisijas (EK)
izveidotais Eiropas Alternativo metozu validéSanas centrs (ECVAM), un ECVAM zinatniska padome (ESAC) $o
testéSanas metodi ir atzinusi par zinatniski derigu (37) (38) (39).
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Ziditaju sinu MNvit testam var izmantot cilvéka vai grauzgja izcelsmes $tnu liniju kultiras vai primaro $anu
kultairas. Testa jutigumu ietekmé mikrokodolu fona bieZums, tapéc ieteicams izmantot $tnu tipus ar stabiliem un
noteiktiem mikrokodolu veidosanas bieZuma fona raditajiem. Izmantojamas $tnas izvélas péc to spgjas labi augt
kultiira, kariotipa stabilitates (tostarp hromosomu skaita) un mikrokodolu spontana biezuma (40). Sobrid pieejamie
dati nelauj sniegt stingrus ieteikumus, tacu vedina domat, ka kimiska apdraudéjuma izvértésana ir svarigi nemt véra
p53 statusu, genétisko (kariotipa) stabilitati, DNS reparacijas sp&u un testéSanai izvéléto $anu izcelsmi (grauzéja vai
cilvéka). Lidz ar to §is testéSanas metodes lietotdji tiek mudinati nemt veéra, ka §is un citas $inu Ipatnibas ietekmé
$tnu linijas veiktsp&u mikrokodolu indukcijas detektéSana, nemot veéra zinasanu attistibu $aja joma.

Izmantotas definicijas ir sniegtas 1. papildinajuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

Ja vien $iinas attieciba uz testéjamam kimikalijam nav metaboliski kompetentas, in vitro testos parasti jaizmanto
eksogéns metaboliskas aktivacijas avots. Eksogéna metaboliskas aktivacijas sistéma in vivo apstaklus atdarina
nepilnigi. Jaievéro piesardziba, lai izvairitos no apstakliem, kas varétu radit artefaktiski pozitivus rezultatus, kuri
neatspogulo testéjamo kimikaliju genotoksicitati. Tadi apstakli ietver pH vai osmolalitates izmainas (41) (42) (43),
mijiedarbibu ar $tinu barotni (44) (45) vai parmérigus citotoksicitates limenus (sk. 29. punktu).

Lai varétu analizét mikrokodolu inducé$anos, ir izskirigi svarigi, lai apstradatajas un neapstradatajas kultaras bitu
notikusi mitoze. Visnoderigak mikrokodolus uzskaitit ir tad, kad $itnas laika, kad tas apstrada ar testéjamo
kimikaliju, vai péc tam ir noslédzies viens mitozes cikls. Attieciba uz raZotiem nanomaterialiem $o testéSanas
metodi var biit nepiecieSams ipasi pielagot, bet $aja testeSanas metode tas nav aprakstits.

Pirms $is testéSanas metodes izmanto$anas maisijumam, lai iegiitu datus kadam normativajam mérkim, jaapsver,
vai un kade] ta varétu sniegt minétajam mérkim piemérotus rezultatus. Ja pastdv normativa prasiba maisjumu
testét, tada apsvérSana nav vajadziga.

TESTA PRINCIPS

Uz cilvéka vai citu ziditaju izcelsmes $Gnu kultGram iedarbojas ar testjamo kimikaliju, izmantojot eksogénu
metaboliskas aktivacijas avotu un ari bez t3, ja vien nelieto $tinas ar adekvatu metabolisko kapacitati (sk.
19. punktu).

Laika, kad $tnas tiek eksponétas testgjamajai kimikalijai vai péc tam $tnas audzé pietiekami ilgi, lai hromosomu
bojajumi vai cita ietekme uz $tnu ciklu [ $tinu daliSanos varétu izpausties ka mikrokodolu rasanas interfazes $tinas.
Lai inducétos aneiploidija, parasti mitozei janotiek testéjamas kimikalijas klatbatné. Savaktas un iekrasotas
interfazes $Gnas analizé uz mikrokodolu klatbiitni. Ideala gadijuma mikrokodoli jauzskaita tikai tajas $unas, kuras
mitoze noslégusies laika, kad $tinas eksponétas testéjamajai kimikalijai, vai pécapstrades perioda, ja tads ir. Ar
citokinézes blokétaju apstradatas kultiiras to ir vienkarsi panakt, uzskaitot tikai divkodolu $inas. Ja nav pieejams
citokinézes blokeétajs, ir svarigi pieradit, ka analizétajas $iinas, visticamak, ir notikusi $tinu daliSanas, pamatojoties
uz $unu populacijas pieaugumu laika, kad tas eksponétas test€jamajai kimikalijai vai péc tam. Visu protokolu
gadijuma ir svarigi pieradit, ka $inu savairo$anas ir notikusi gan kontroles, gan apstradataja kultir; visas kultiras,
kuras uzskaita mikrokodolus, janoveérté testéjamas kimikalijas inducétas citotoksicitates vai citostazes pakape.
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METODES APRAKSTS

lesp&jams izmantot kultivétus primaros cilvéku vai citu ziditaju periférisko asinu limfocitus (7) (20) (46) (47) un
vairakas grauzéju $anu linjjas, pieméram, CHO, V79, CHL/IU un L5178Y $iinas vai cilvéka $tnu linijas, pieméram,
TK6 (19) (20) (21) (22) (23) (26) (27) (28) (29) (31) (33) (34) (35) (36) (sk. 6. punktu). Mikrokodolu testé$ana ir
izmantotas ari citas $tinu linijas, piem., HT29 (48), Caco-2 (49), HepaRG (50) (51), HepG2 §iinas (52) (53), A549 un
Sirijas kamja embrija primaras $anas (54), tacu tas vél nav plasi validétas. Tadél, ja izmanto kadu no §im $anu
linjjam un tipiem, tas japamato ar uzskatami paraditu veiktsp&ju testa, ka aprakstits sadala par pienemamibas
kritérijiem. Ir zinots, ka cytoB potenciali ietekmé L5178Y 3Ginu augSanu, tade] to izmantot ar $o Stnu liniju nav
ieteicams (23). Ja izmanto primaras $inas, dzivnieku labturibas apsvérumu dé] jaapsver cilvéka izcelsmes $inu
izmantosana, ja ta iesp&jama, un tas japaraugo saskana ar attiecigajiem &tikas principiem un noteikumiem.

Cilveka periférisko asinu limfociti jaiegiist no jauniem (aptuveni 18-35 gadus veciem) nesmékétajiem, kuriem nav
zinamu slimibu vai kuri pédgja laika nav tikusi eksponéti genotoksiskiem faktoriem (piem., kimikalijam, jonizeé-
joSajam starojumam) tada apméra, kas palielinatu mikrokodolus saturo$u $iinu fona incidenci. Tas nodro$inatu, ka
mikrokodolus saturo$u $iinu fona incidence ir zema un nemainiga. Palielinoties vecumam, mikrokodolus saturo$u
$tunu bazlinjjas limenis palielinds, un sievietém §i tendence novérojama izteiktak neka virieSiem (55). Ja izmanto
§tnas no vairak neka viena donora, janorada donoru skaits. Japierada, ka $tinas no laika, kad sakta apstrade ar
testégjamo kimikaliju, [idz $finu paraugoSanai ir dalijusas. Siinu kultfiras uztur $iinu eksponencialas augsanas fazé
($tnu linijas) vai stimulé dalities (limfocitu primaras kultiras), lai $tinas eksponétu dazados $unas cikla posmos, jo
konkrétu $iinas attistibas posmu jutiba pret testéjamo kimikaliju var nebiit zindma. Primaras $iinas, kuras daliSanas
noltkos jastimulé ar mitogénam vielam, parasti vairs nesinhronizé, kamér tas eksponé testéjamai kimikalijai (piem.,
cilvéka limfociti péc 48 stundu mitogénas stimulacijas). Kamér norit apstrade ar testgjamo kimikaliju, izmantot
sinhronizétas §iinas nav ieteicams, tacu tas var biit pienemami, ja tiek pamatots.

Barotne un kultivésanas apstakli

Kultiru uzturéSanai lieto piemérotas barotnes un ievéro atbilstodus kultiveSanas apstaklus (kultivéSanas trauki,
mitrinata atmosféra ar 5 % CO, koncentraciju, ja nepiecieSams, 37 °C temperatiira). Siinu linijam regulari
japarbauda modala hromosomu skaita stabilitate un japarliecinas, ka nav notikusi kontaminacija ar mikoplazmu,
un $inas nedrikst izmantot, ja konstaté kontaminaciju vai ja modalais hromosomu skaits ir mainijies. Janosaka,
kads ir testéSanas laboratorija izmantoto $tnu linjju vai primaro kultiru normalais $tnas cikla ilgums, un tam
jasakrit ar publicétajiem $tinu raksturlielumiem.

Kultiiru sagatavoSana

Stnu linijas: $Gnas pavairo no pamatkultiram, ko barotné uzs€j tada blivuma, lai kultiiras suspensijas vai
monoslani eksponenciali augtu lidz $tnu savaksanai (piem., jaizvairas no monoslani augo$u $tnu konfluences).
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Limfociti: nesadalitas asinis, kas apstradatas ar antikoagulantu (piem., heparinu), vai tikai limfocitus kultivé (piem.,
48 stundas cilveka limfocitu gadijuma) mitogéna klatbiitné (piem., cilvéka limfocitu gadijuma — fitohemaglutinina
(PHA) klatbaitng), lai pirms $tinu eksponéSanas test&jamai kimikalijai un cytoB inducétu to daliSanos.

Metaboliska aktivacija

Ja izmanto $tnas ar nepietickamu endogéno metabolisko kapacitati, jalieto eksogénas metabolizacijas sistémas.
Visplagak izmantota sistéma, kuru iesaka izmantot péc nokluséjuma, ja vien nav pamata izmantot citu, ir ar
kofaktoru papildinata postmitohondriala frakcija (S9) no grauzgju (parasti zurku) aknam, kas apstradatas ar
fermentus inducéjosam vielam, piem., Aroclor 1254 (56) (57) vai fenobarbitalu kombinacija ar b-naftoflavonu (58)
(59) (60). Pedéja minéta kombinacija nav pretruna ar Stokholmas Konvenciju par noturigajiem organiskajiem
piesarpotajiem (30) un jauktas funkcijas oksidazu inducé$ana izradijusies tikpat efektiva ka Aroclor 1254 (24) (25)
(26) (28). S9 frakciju parasti izmanto koncentracija 1-2 % (tilp./tilp.), bet galigaja testa barotné to var palielinat lidz
10 % (tilp.[tilp.). Apstrades laika jaizvairas no tadu produktu izmantosanas, kas samazina mitotisko indeksu, jo
ipasi kalcija kompleksveidosanas produktiem (62). Eksogénas metaboliskas aktivacijas sistémas vai metaboliska
inducétaja veida un koncentracijas izvéli var ietekmét testéjamo kimikaliju klase.

Testejamas kimikalijas sagatavosana

Cietas testéjamas kimikalijas jasagatavo atbilstoSos $kidinatajos un, ja vajadzigs, pirms $tinu apstrades jaatskaida.
Skidras testéjamas kimikalijas var testa sistémai pievienot tiesi un/vai pirms testa sistémas apstrades atskaidit.
Gazveida vai gaistosas testjamas kimikalijas jatesté ar attiecigam standarta protokolu modifikacijam, piem.,
apstradi veicot hermétiski noslégtos traukos (63) (64) (65). Testéjamas kimikalijas preparati jasagatavo tiesi pirms
apstrades, ja vien dati par stabilitati neliecina, ka tos var uzglabat.

Testesanas apstakli

Skidinataji

Skidinatajs jaizvélas ta, lai optimizétu testéjamas kimikalijas skidibu, $kidinatajam neatstdjot negativu ietekmi uz
testa norisi — nemainot $anu augSanu, neietekméjot testéjamas kimikalijas integritati, nereagéjot ar kultivéSanas
traukiem, nepasliktinot metabolisko aktivaciju utt. Kad vien iespéjams, vispirms jaapsver, vai neizmantot $kidinataju
(vai barotni) uz Gdens bazes. Plasi atziti $kidinataji ir Gdens vai dimetilsulfoksids (DMSO). Parasti organiskajiem
skidinatajiem nevajadzétu parsniegt 1 % (tilp./tilp.). Ja coytoB izskidina DMSO, testgjamai kimikalijai un cytoB
izmantotais kopéjais organiska skidinataja daudzums nedrikst parsniegt 1 % (tilp./tilp.); pretéja gadijuma jaizmanto
neapstradatas kontroles, lai nodroginatu, ka organiska $kidinataja Tpatsvaram nav negativas ietekmes. Skidinatajiem
uz udens (vai salsidens) bazes nevajadzétu parsniegt 10 % (tilp.[tilp.) galigaja apstrades barotné. Ja tiek izmantoti
ne tik plasi atziti $kidinataji (piem., etanols vai acetons), to izmantoSana japamato ar datiem, kas apliecina to
saderibu ar test§jamo kimikaliju, izmantoto testa sisttmu un genétiskas toksicitates neesibu izmantotaja koncen-
tracija. Ja to apliecino$u datu nav, ir svarigi izmantot neapstradatas kontroles (sk. 1. papildindgjumu), ka ari
skidinataja kontroles, lai paraditu, ka izvelétais $kidinatdjs nerada nekadu kaitigu ietekmi un neietekmé
hromosomas (piem., izraisot aneiploidiju vai klastogenitati).
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CytoB ka citokinezes bloketdja lietosana

Viens no svarigakajiem apsvérumiem MNvit testa veiktspéjas aspekta ir tas, lai vértéto $inu mitoze batu pilnigi
norit&jusi apstrades laika vai pécapstrades inkubéSanas laika, ja tads ir. Mikrokodolu uzskaite tapéc javeic tikai tajas
$tnas, kurds mitoze ir norit&jusi apstrades laika vai péc tas. CytoB ir agents, kas par citokinézes blokétaju izmantots
visplasak, jo tas inhibé aktina veidoSanos un tadéjadi nelauj meit§iinam péc mitozes atdalities; ta rodas divkodolu
Stnas (6) (66) (67). Izmantojot cytoB, vienlaikus var meérit testgjamas kimikalijas ietekmi uz $tinu savairoSanas
kinétiku. CytoB ieteicams izmantot par citokinézes blokétaju, ja izmanto cilvéka limfocitus, jo $tnu cikla ilgumi
dazadiem donoriem atskiras un ne visi limfociti reagé uz stimulaciju ar PHA. CytoB nav obligati izmantot citu veidu
§tnam, ja ir iesp&jams noteikt, ka ir notikusi to daliSanas, ka aprakstits 27. punkta. Turklat cytoB parasti neizmanto,
kad paraugi attieciba uz mikrokodolu klatbatni tiek izvertéti, izmantojot pliismas citometriju.

Laboratorija katram $iinu veidam janosaka atbilstoa cytoB koncentracija, lai skidinataja kontrolkultiras panaktu
divkodolu $tinu optimalo bieZumu, un japardda, ka ta nodro$ina labu divkodolu $inu daudzumu vértésanai.
Piemérotas ¢ytoB koncentracijas parasti ir starp 3 un 6 pg/ml (19).

Stinu savairosands un citotoksicitates meérisana un apstrades koncentracijas izvele

Nosakot augstako testgjamas kimikalijas koncentraciju, neizvélas koncentracijas, kas spéj radit artefaktiski pozitivas
atbildreakcijas, pieméram, tadas koncentracijas, kas izraisa parmeérigu citotoksicitati (sk. 29. punktu), nogulsnes
barotné (sk. 30. punktu) vai manami izmaina pH vai osmolalitati (sk. 9. punktu). Ja testéjama kimikalija pievie-
no$anas bridi manami izmaina barotnes pH, pH var korigét, galigaja apstrades barotné pievienojot buferskidumu,
lai izvairitos no artefaktiski pozitiviem rezultatiem un saglabatu pienacigus kultivésanas apstaklus.

Meéra $inu savairo$anos, lai nodrosinatu, ka pietickami daudzas apstradatajas $tnas test€Sanas laika ir beigusies
mitoze un ka apstrade tiek veikta attieciga citotoksicitates limeni (sk. 29. punktu). Citotoksicitati nosaka galvenaja
eksperimenta ar metabolisma aktivaciju un bez tas, izmantojot piemérotus §inu naves un augsanas raditajus (sk.
26. un 27. punktu). Kaut arl citotoksicitates izvértéSana sakotngja ieprieks veikta testa var but lietderiga, lai
sekmigak noteiktu galvenaja eksperimenta izmantojamas koncentracijas, sakotnéjais tests nav javeic obligati. Ja to
veic, tas nedrikst aizstat citotoksicitates mérjjumu galvenaja eksperimenta.

KultGru apstrade ar ¢ytoB un vienkodola, divkodolu un daudzkodolu $tnu relativa biezuma noteikana kultora ir
laba metode, ka kvantitativi noteikt ietekmi uz $iinu savairo$anos un apstrades citotoksisko vai citostatisko darbibu
(6), un nodrosina, ka mikroskopiski novértétas tiek tikai stinas, kas dalijusas apstrades laika vai péc tas. Lai apléstu
apstrades citotoksisko un citostatisko darbibu, salidzinot apstradato kultGru un kontrolkultiiru vértibas, ieteicams
izmantot proliferacijas indeksu péc citokinézes blokades (cytokinesis-block proliferation index — CBPI) (6) (27) (68) vai
replicé$anas indeksu (RI), kas noteikts vismaz 500 katras kultdras $Gnam (sk. formulas 2. papildinajuma). Citu
citotoksicitates raditagju (piem., $inu integritates, apoptozes, nekrozes, metafazé esosu $inu skaita, $tnas cikla)
novértésana varétu sniegt lietderigu informaciju, tacu tos nedrikst izmantot CBPI vai RI vieta.
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Pétijumos bez cytoB ir japierada, ka $tnas kultdra ir dalijusas, lai batiska novértéto $anu dala batu dalijusas
apstrades laika vai péc apstrades ar testgjamo kimikaliju, citadi var iegfit pseidonegativus rezultatus. Lai apléstu
apstrades citotoksicitati un citostatisko darbibu, ieteicams izmérit populacijas relativo dubultosanos (RPD) vai $tnu
skaita relativo pieaugumu (RICC) (17) (68) (69) (70) (71) (sk. formulas 2. papildindgjuma). Pagarinatos paraugoSanas
laikos (piem., apstradajot 1,5-2 normalus $anas ciklus ilgi un $inas ievacot péc vél 1,5-2 normaliem 3inas
cikliem, ka rezultata paraugosanas laiki kopuma parsniedz 3-4 normalos stnas ciklus, ka aprakstits 38. un
39. punktd) RPD var citotoksicitati novértét parak zemu. Tados apstaklos piemérotaks raditajs varétu bat RICC vai
noderigu aplési sniegtu citotoksicitates izvértéSana péc 1,5-2 normaliem 3tnas cikliem. Citu citotoksicitates vai
citostazes markieru (piem., $inu integritate, apoptoze, nekroze, metafazé esosu $unu skaits, proliferacijas indekss
(PI), Sunas cikls, nukleoplazmatiskie tilti [nucleoplasmic bridges] vai kodolu pumpuri [nuclear buds]) novérteSana
varétu sniegt lietderigu papildinformaciju, tacu tos nedrikst izmantot RPD vai RICC vieta.

Jaizvérté vismaz tris testéjamas koncentracijas (neietverot $kidinatdgju un pozitivas kontroles), kas atbilst
pienemamibas kritérijiem (pienaciga citotoksicitate, $tinu skaits u. c.). Neatkarigi no $tunu veidiem ($tnu linijas vai
limfocitu primaras kultiiras) katra no testétajam koncentracijam drikst izmantot vienu vai vairakas (replikati)
apstradatas kulttiras. Kaut ari ieteicams izmantot duplikativas kultiras, ir piepemami izmantot ari vienu kultaru, ja
vien gan vienas kultdiras, gan duplikativo kultiru gadijuma tiek novértéts tads pats kopéjais Stinu skaits. Vienas
kultiiras izmanto$ana ir Ipasi aktuala, ja vérté vairak neka 3 koncentracijas (sk. 44.—45. punktu). Rezultatus, kas pie
konkrétas koncentracijas iegiiti no neatkarigam replikatkulttram, datu analizei var apkopot. Attieciba uz
testéjamam kimikalijam, kas uzrada nelielu citotoksicitati vai nav citotoksiskas, parasti pieméroti ir koncentracijas
intervali ar koeficientu aptuveni no 2 lidz 3. Citotoksicitates rasanas gadijuma izvélétajam testéjamam koncen-
tracijam jaaptver gan tas, kuras rada citotoksicitati, ka aprakstits 29. punkta, gan koncentracijas, kuras rada videju
un nelielu citotoksicitati vai to nerada vispar. Daudzam testéjamajam kimikalijam ir novérojama stava koncen-
tracijas—atbildreakcijas likne, un, lai iegiitu datus pie zemas un meérenas citotoksicitates vai siki izpétitu devas—
atbildreakcijas sakaribu, jaizmanto koncentracijas ar maziem savstarpéjiem atstatumiem un/vai vairak neka tris
koncentracijas (viena kultiira vai replikati), jo Ipasi situacijas, kad eksperiments ir jaatkarto (sk. 60. punktu).

Ja maksimala koncentracija ir balstita uz citotoksicitati, ar augstako koncentraciju jacensas panakt 55 + 5 % citotok-
sicitati, izmantojot ieteiktos citotoksicitates parametrus (t. i., RICC un RPD samazinajumu $inu linjjam, kad cytoB
netiek izmantots, un CBPI vai RI samazinajumu, ja cytoB tiek izmantots, lidz 45+ 5 % no paral€las negativas
kontroles) (72). Interpretéjot pozitivos rezultatus, kas atrodami vienigi $a 55 £ 5 % citotoksicitates diapazona
augsgala, jaievéro piesardziba (71).

Mazskistosam test§jamam kimikalijam, kuras nav citotoksiskas pie koncentracijam, kas zemakas par zemako
piesatinata $kiduma koncentraciju, pie augstakas analizétas koncentracijas péc apstrades ar testgjamo kimikaliju
jarodas ar neapbrunotu aci vai ar invertéto mikroskopu redzamai dulkainibai vai nogulsném. Pat ja iegfita citotoksi-
citate novérojama pie koncentracijas, ka augstaka par zemako piesatinata skiduma koncentraciju, ieteicams testét
tikai vienu koncentraciju, kas rada acim redzamu dulkainibu vai nogulsnes, jo nogulsnes var artefaktiski ietekmét
rezultatus. Pie koncentracijas, kas rada nogulsnes, Ipasi jacensas nodrosinat, lai nogulsnes netraucétu testa norisi
(piem., iekraso$anu vai noveértésanu). Pirms eksperimenta var bt lietderigi noteikt $kidibu barotneé.

Ja netiek novérotas nogulsnes vai ierobeZojosa citotoksicitate, visaugstakajai testa koncentracijai jaatbilst 10 mM,
2 mg/ml vai 2 pl/ml atkariba no ta, kura ir zemaka (73) (74) (75). Ja test€jamajai kimikalijai nav noteikta sastava,
piem., ta ir viela, kuras sastavs nav zinams vai ir mainigs, kura ir kompleksi reakcijas produkti vai biologisks
materials (UVCB) (76), no vides ekstrahéts produkts u. c., lai palielinatu katra komponenta koncentraciju, visaug-
stakajai koncentracijai, iesp&jams, vajadzés but vél lielakai (piem., 5 mg/ml), ja nav pietickamas citotoksicitates.
Tomeér japiebilst, ka attieciba uz cilvéku zalém §is prasibas var bat citadas (93).
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Kontroles

Paralélas negativas kontroles (sk. 21. punktu) — $kidinataju apstrades barotné — ieklauj par katru $inu ievaksanas
reizi, un ar tam rikojas tiesi tapat ka ar apstrades kultaram.

Paralélas pozitivas kontroles ir nepiecie$amas, lai pieraditu laboratorijas sp&u identificét klastogénus izmantota
testa protokola apstaklos un attieciga gadijuma eksogénas metaboliskas aktivacijas sistémas efektivitati. Pozitivo
kontrolu piemeéri ir sniegti talak 1. tabula. Pamatotos gadijumos var izmantot alternativas pozitivas kontroles
kimikalijas.

Patlaban nav zinams neviens aneigéns, kam vajadziga metaboliska aktivacija, lai tas klatu genotoksiski aktivs (17).
Ta ka ziditaju Stnu genétiskas toksicitates in vitro testi ir pietiekami standartizéti istermina apstradém, kas tiek
veiktas paraléli ar metabolisko aktivaciju un bez tas, izmantojot tadu pasu apstrades ilgumu, pozitivas kontroles var
izmantot vien attieciba uz klastogénu, kam nepiecieSama metaboliska aktivacija. Tada gadijuma viena klastogéniska
pozitivas kontroles atbildreakcija pieradis gan metabolisma aktivacijas sistémas darbibu, gan testa sistémas
reagétspéju. Tacu attieciba uz ilgtermina apstradi (bez S9) janodrosina atseviskas pozitivas kontroles, jo apstrades
ilgums atskirsies no testa, kura izmantota metaboliska aktivacija. Ja klastogénu izvélas par vienigo pozitivo kontroli
istermipa apstradei ar metabolisko aktivaciju un bez tas, attieciba uz ilgtermina apstradi bez metaboliskas
aktivacijas jaizvelas aneigéns. Metaboliski kompetentam $inam, kuram nav nepiecieSams S9, izmanto gan klastoge-
nitates un aneigenitates pozitivas kontroles.

Katra pozitiva kontrole jaizmanto pie vienas vai vairakam koncentracijam, ar kuram paredzéts radit reproducgjamus
un detektgjamus pieaugumus virs fona limena, lai paraditu testa sistémas jutibu (t. i., ietekme ir skaidri redzama,
taCu nolasitajs nevar uzreiz atklat kodéto priek$metstiklinu identitati), un atbildreakciju nedrikst traucét testeSanas
metodé noteikto citotoksicitates robezu parsniegumi.

1. tabula.

Standartkimikalijas, kuras ieteicams izmantot laboratorijas kompetences novértésana un pozitivo kontrolu
atlasé

Kategorija Kimikalija CAS Nr.

1. Klastogéni, kuriem metabolisma aktivacija nav vajadziga

Metilmetansulfonats 66-27-3
Mitomicins C 50-07-7
4-nitrohinolin-N-oksids 56-57-5
Citozinarabinozids 147-94-4

2. Klastogeni, kam metaboliska aktivacija ir vajadziga

Benz(a)piréns 50-32-8

Ciklofosfamids 50-18-0
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Kategorija Kimikalija CAS Nr.
3. Aneigéni
Kolhicins 64-86-8
Vinblastins 143-67-9
PROCEDURA
Apstrades kartiba

Lai palielinatu varbitibu, ka tiks detektéta aneigéna vai klastogéna darbiba konkréta $tnas cikla posma, ir svarigi ar
test§jamo kimikaliju apstradat pietickamu skaitu $tnu, kas reprezente visus $iinas cikla posmus. Visam apstradém
jasakas un jabeidzas laika, kad $Gnas aug eksponenciali, un $tinu augSanai jaturpinas lidz pat paraugosanas bridim.
Tadgjadi $anu linjju un primaro $tnu kultdru apstrades grafiki var mazliet atkirties no to limfocitu apstrades
grafika, jo limfocitu $@inas cikla ierosinasanai javeic mitogéna stimulacija (17). Attieciba uz limfocitiem visefektivaka
pieeja ir apstradi ar testéjamo kimikaliju sakt 44-48 stundas péc stimuléSanas ar PHA, kad $tnas dalas asinhroni

(6).

Publicétie dati (19) norada, ka lielaka dala aneigénu un klastogénu tiks detektéti 3—-6 stundu istermina perioda gan
S9 klatbaitng, gan bez ta, kam seko test§jamas kimikalijas nonemsana un paraugos$ana laika, kas atbilst aptuveni
1,5-2,0 normaliem $tinas cikliem péc apstrades sakuma (7).

Tomer, lai veiktu pilnigu izvérteSanu, kas biitu vajadziga, lai secinatu, ka rezultats ir negativs, jaizpilda visi tris
turpmak noraditie eksperimentalie nosacijumi, veicot istermina apstradi gan ar metabolisko aktivaciju, gan bez tas
un ilgtermina apstradi bez metaboliskas aktivacijas (sk. 56., 57. un 58. punktu):

— Sunas 3-6 stundas eksponé test&jamai kimikalijai bez metaboliskas aktivacijas, un paraugosanu veic tad, kad
kops apstrades sakuma apritgjusi aptuveni 1,5-2,0 normali $tnas cikli (19),

— 3$inas 3-6 stundas eksponé testéjamai kimikalijai ar metabolisko aktivaciju, un paraugo$anu veic tad, kad kops
apstrades sakuma aprit&usi aptuveni 1,5-2,0 normali $anas cikli (19),

— S$inas nepartraukti eksponé bez metaboliskas aktivacijas lidz paraugosanai, ko veic tad, kad aprit&jusi aptuveni
1,5-2,0 normali $tnas cikli.

Gadijumos, kad kads no iepriek§ noraditajiem eksperimentalajiem nosacijumiem rada pozitivu atbildreakciju, nav
vajadzibas veikt pétijumus ar pargjiem apstrades reZimiem.

Ja ir zinams vai ir aizdomas par to, ka testéjama kimikalija ietekmé $Gnas cikla garumu (piem., ja testé nukleozidu
analogus), jo Ipasi attieciba uz p53 kompetentam $anam (35) (36) (77), paraugoSanas vai rekuperacijas laikus var
pagarinat par vél 1,5-2,0 normaliem $inas cikliem (t. i, kopuma 3,0-4,0 Sinas cikliem péc Istermina un
ilgtermina apstrazu sikuma). Tas attiecas uz situacijam, kuras var bait bazas par iespéjamo mijiedarbibu starp
test§jamo kimikaliju un cytoB. Izmantojot pagarinatus paraugo$anas laikus (t. i, kopuma 3,0-4,0 Sunas ciklu
laikus), jartipgjas, lai $tnas joprojam aktivi dalitos. Pieméram, limfocitu eksponencidla augSana 96 stundas péc
stimulacijas var samazinaties un $tinu monoslanu kultiiras var klat konfluentas.
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leteiktas ${inu apstrades kartibas kopsavilkums ir sniegts 2. tabula. So visparigo apstrades kartibu var modificét (tas
japamato) atkariba no test€jamas kimikalijas stabilitates vai reagétspéjas vai no izmantoto $inu augsanas Ipatnibam.

2. tabula

Sanu apstrades un ievaksanas laiks MNvit testa

Limfociti, primaras $anas un | + S9 3-6 stundas apstrada S9 klatbiitng;

$tnu linijas arcytoB Isa apstrade aizvac S9 un apstrades barotni;

pievieno svaigu barotni un cytoB;

$tnas ievac 1,5-2,0 normalos stinas ciklus péc ap-
strades sakuma.

-89 Apstrada 3-6 stundas;

Isa apstrade aizvac apstrades barotni;

pievieno svaigu barotni un cytoB;

$tnas ievac 1,5-2,0 normalos $tinas ciklus péc ap-
strades sakuma.

-S9 1,5-2 normalus $unas ciklus ilgi $tnas apstrada
Pagarinata apstrade oytoB klatbatng;
$tinas ievac apstrades perioda beigas.

Stinu linijas, ko apstrada bez cytoB
(Apstrade identiska ieprieks aprakstitajai, tacu bez ¢ytoB pievieno$anas.)

Monoslana kultiiras 3—-6 stundu apstrades beigas var biit mitotiskas $nas (ko var atpazit péc ta, ka tas ir apalas un
atdalas no virsmas). Ta ka mitotiskas $tinas viegli atdalas, tas var tikt nejausi aizvaktas kopa ar testéjamo kimikaliju
saturo$o barotni. Ja konstaté mitotisko $finu skaita batisku pieaugumu salidzinajuma ar kontrolém, kas norada uz
ticamu mitozes apstaju, §is $tinas centrifugéjot jasavac un jaievieto atpakal kultdras, lai izvairitos no mitozes fazes
un mikrokodolus saturo$u | hromosomu aberacijas riska $iinu zuduma ievaksanas laika.

Siinu ievaksana un prieksmetstiklinu sagatavosana

Stinas no katras kultiiras savac un apstrada atseviski. Stinu preparatu sagatavosana var ietvert hipotonisku apstradi,
bet ta nav nepiecieSama, ja pietickamu $tnu izklajumu panak cita veida. Var izmantot dazadus priekSmetstiklinu
sagatavosanas panémienus, ja vien vérté$anas vajadzibam tiek iegfiti augstas kvalitates $inu preparati. Lai batu
iespgjams detektét mikrokodolus un (ja izmanto citokinézes blokadi) drosi identificét divkodolu $inas, japatur
$unas ar neskartu $inas membranu un neskartu citoplazmu.
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Priek$metstiklinus iekrasot var ar dazadam metodém, piem., Gimzas krasvielu vai fluorescentam DNS specifiskam
krasvielam. Lietojot atbilstosas fluorescentas krasvielas (piem., akridinoranzo (78) vai Hoechst 33258 ar pironinu Y
(79)), iesp&jams izvairities no dalas artefaktu, kas saistiti ar DNS nespecifisku krasvielu izmantosanu. Ja vajadziga
informacija par to veido$anas mehaniku, mikrokodolu saturu var identificét ar antikinetohoru antivielu metodi,
FISH ar pancentromériskim DNS zondém vai in situ ieziméSanu ar pancentromérspecifiskiem praimeriem
kombinacija ar DNS iekraso§anu ar kontrasta krasvielu (veselas hromosomas tiek iekrasotas, bet acentriski
hromosomu fragmenti iekrasoti netiek) (16) (17). Ja ir pieradita to efektivitate un tas ir validétas, var izmantot citas
klastogénu un aneigénu diferenciacijas metodes. Pieméram, attieciba uz atseviskam Stnu linjjam noderigu
informaciju varétu sniegt ari sub-2N kodolu ka hipodiploidu parmainu mérfjumi ar tadiem panémieniem
panémieni ka attélu analize, lazerskenésanas citometrija vai plismas citometrija (80) (81) (82). Arl morfologiski
kodolu novérojumi var liecinat par iesp&amu aneiploidiju. Turklat arf metafazes hromosomu aberaciju tests,
vélams, ar tada paSa tipa $Gnam un protokolu ar salidzinamu jutibu, var but noderigs veids, ka noteikt, vai
mikrokodoli ir radusies hromosomu parravumu dé| (zinot, ka hromosomu zudums hromosomu aberaciju testa
netiktu detektéts).

Analize

Visi priek$metstiklini, tostarp no $kidinataja un neapstradatajam (ja tadas ir) un pozitivajam kontrolem, pirms
mikrokodolu sastopamibas mikroskopiskas analizes neatkarigi jakodé. Lai kontrolétu jebkadus parveértéjumus vai
novirzes, izmantojot automatisku uzskaites sistému, piem., pliismas citometriju, lazerskenéSanas citometriju vai
attelu analizi, jaizmanto pienacigi panémieni. Neatkarigi no ta, vai mikrokodolu uzskaitei tiek vai netiek izmantota

automatiska platforma, paraléli janovérté CBPI, RI, RPD vai RICC.

Ar ¢ytoB apstradatas kultaras mikrokodolu biezums jaanalizé vismaz 2000 divkodolu $anu pie katras koncentracijas
(83), kas vienlidzigi sadalitas starp replikatiem, ja izmanto replikatus. Ja katrai devai izmanto tikai vienu kultdru
(sk. 28. punktu), taja janoverté vismaz 2000 divkodolu $tnu no vienas kultaras (83). Ja pie katras koncentracijas
novértéSanai ir pieejamas ievérojami mazak neka 1 000 divkodolu stnu no katras kultdras (duplikativu kulttiru
gadijuma) vai 2000 divkodolu $inu (vienas kultfiras gadijuma) un ja nav detektéts ievérojams mikrokodolu skaita
pieaugums, testéSana jaatkarto ar lielaku daudzumu $tnu vai ar mazak citotoksiskam koncentracijam atkariba no
ta, kas ir piemérotak. Jaraugas, lai nevértétu divkodolu $iinas ar neregularu formu vai tadas, kuru abi kodoli péc
lieluma ir Joti nevienadi. Turklat nedrikst divkodolu $iinas sajaukt ar slikta izklajuma eso$am daudzkodolu $tinam.
Stinas, kas satur vairdk neka divus galvenos kodolus, attieciba uz mikrokodoliem nav jaanalizé, jo 3ajas $finas
mikrokodolu bazlinijas biezums var bit lielaks (84). Vienkodola $tinu vérté$ana ir pienemama tad, ja ir pieradits,
ka testéjama kimikalija maina cytoB aktivitati. Sados gadijumos var biit lietderigi testu atkartot, neizmantojot cytoB.
Papildus divkodolu $tinam vertéjot daudzkodolu 3anas, var iegat lietderigu informaciju (85) (86), bet tas nav javeic
obligati.

Bez cytoB testétas $tnu linijas mikrokodolus uzskaita vismaz 2000 $iinu katra testa koncentracija un kontrolé (83),
kas vienlidzigi sadalitas starp replikatiem, ja replikatus izmanto. Kad pie katras koncentracijas tiek izmantota viena
kultiira (sk. 28. punktu), $aja viena kulttira jauzskaita vismaz 2000 $unu. Ja pie katras koncentracijas novértésanai
ir pieejamas ievérojami mazak neka 1 000 $tnu katra kulttira (duplikativu kultiiru gadijuma) vai 2000 $iinu (vienas
kultGiras gadijuma) un ja nav detektéts ievérojams mikrokodolu skaita pieaugums, testéSana jaatkarto ar lielaku
daudzumu $iinu vai ar mazak citotoksiskam koncentracijam atkariba no ta, kas ir pieméroti.

Ja lieto cytoB, janosaka CBPI vai RI, lai novértétu $inu savairodanos (sk. 2. papildinajumu), izmantojot vismaz 500
$tnu no katras kultiiras. Ja apstradi veic bez cytoB, ir bitiski pieradit, ka $tnas kulttira ir daljjusas, ka aprakstits
24.-28. punkta.
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Laboratorijas kompetence

Lai pirms testa regularas izmantoSanas pieraditu, ka laboratorijai ir pietickama pieredze ar o testu, laboratorijai
javeic virkne eksperimentu ar pozitivas kontroles standartkimikalijam, kuram ir dazadi iedarbibas mehanismi
(vismaz vieni no tam jabat ar metabolisko aktivaciju un vienai bez tas, un vienai ar aneigénu iedarbibas
mehanismu, izraudzitam no 1. tabuld uzskaititajam kimikalijam), un dazadam negativajam kontrolem (tostarp
neapstradatam kultirim un dazadiem skidinatajiem/nesgjiem). So pozitivo un negativo kontrolu atbildreakcijam
jaatbilst literatfirai. Tas neattiecas uz laboratorijam, kuram ir pieredze, t. i., kuru riciba ir veésturisko datu baze, kas
aprakstita 49.-52. punkta.

Lai pieraditu kompetenci detektét klastogéniskas un aneigéniskas kimikalijas, noteiktu metaboliskas aktivacijas
sistémas efektivitati un pieraditu novérté$anas procediru (mikroskopiskas vizualas analizes, plasmas citometrijas,
lazerskenéSanas citometrijas vai attélu analizes) piemeérotibu, pozitivas kontroles kimikaliju izlase (sk. 1. tabulu)
japéta ar isam un garam apstradém bez metaboliskas aktivacijas un ar isu apstradi ar metabolisko aktivaciju.
Atlasito kimikaliju koncentraciju klasts jaizvélas ta, lai raditu reproduc€jamus un ar koncentracijam saistitus
pieaugumus virs fona limena un ta pieraditu testa sistémas jutibu un dinamisko diapazonu.

Dati par vésturiskajam kontrolém

Laboratorija janosaka:

— veésturisko pozitivo kontrolu diapazons un sadaljjums,

— veésturisko negativo (neapstradato, skidinataja) kontrolu diapazons un sadaljjums.

Pirmoreiz iegiistot datus par vésturisko negativo kontroJu sadalijumu, paralélajam negativajam kontrolém jaatbilst
publicétajiem datiem par negativajam kontrolém, ja tadi ir. Kontrolu sadalfjumam tiekot papildinatam ar arvien
lielaku daudzumu eksperimentalo datu, paral€lajam negativajam kontrolém ideala gadjjuma jabut 95 % minéta
sadaljjuma kontroles robezas (87) (88). Laboratorijas vésturisko negativo kontrolu datu baze sakotnéji javeido ar
vismaz 10 eksperimentiem, bet vélams, lai ta sastavétu no vismaz 20 eksperimentiem, kas veikti salidzinamos
eksperimenta apstaklos. Lai noteiktu laboratorijas pozitivo un negativo kontrolu datu variabilitati un paraditu, ka
laboratorija $1 metodologija ‘tiek kontroléta’ (83), laboratorijam jaizmanto kvalitates kontroles metodes, piem.,
kontroldiagrammas (piem., C diagrammas vai X joslu diagrammas (88)). Papildu ieteikumi par vesturisko datu
izveidi un izmanto$anu (t. i, kritériji datu ieklausanai vésturiskajos datos un izslégsanai no tiem un konkréta
eksperimenta pienemamibas kritériji) atrodami literattira (87).

Jebkadas izmainas eksperimenta protokola jaapsver, nemot véra to atbilstibu laboratorijas eso$ajai vésturisko
kontrolu datubazei. Jebkadu batisku neatbilstibu gadijuma javeido jauna vésturisko kontrolu datubaze.

Negativo kontrolu datos jaietver informacija par to, cik biezi vienigaja kulttira vai visas replikatkultaras kopa
sastopamas $uinas ar mikrokodoliem, ka aprakstits 28. punkta. Paral€lajam negativajam kontrolém ideala gadjjuma
jabat 95 % laboratorijas vésturisko negativo kontrolu datubazes sadalfjuma kontroles robezas. Ja dati no
paralélajam negativajam kontrolém neietilpst 95 % kontroles robezas, tie var but pienemami ieklausanai vésturisko
kontroJu sadaljjuma, ja vien Sie dati nav parmérigi anomalas vértibas un ir pieradjjumi, ka testa sistéma ‘tieck
kontroléta’ (skatit 37. punktu) un ka nav pielautas tehniskas vai cilvéka klidas.



L 112/120 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 28.4.2017.

DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Rezultatu izklasts

Ja izmanto citokinézes blokéSanas panémienu, mikrokodolu inducéSanos noveérté tikai péc ta, cik biezas ir
divkodolu $tinas ar mikrokodoliem (neatkarigi no mikrokodolu skaita $iina). Vienu, divu vai vairaku mikrokodolus
saturo$o §unu skaitu parskata var noradit atseviski, un tas var sniegt noderigu informaciju, bet tada uzskaite nav
javeic obligati.

Janosaka paralélie citotoksicitates un/vai citostazes raditaji visam apstradatajam kultfiram, negativas un pozitivas
kontroles kultiram (16). Ja izmanto citokinézes blokéSanas metodi, visam apstradatajam un kontrolkultaram ka
Stnas cikla aizkaves raditajs jaaprekina CBPI vai RI. Ja cytoB nav, izmanto RPD vai RICC (sk. 2. papildindjumu).

Norada datus par atseviskam kultaram. Turklat visus datus apkopo tabulas veida.

Pienemamibas kritériji
Testa pienemamibas pamata ir $adi kritériji:

— paraléla negativa kontrole tiek uzskatita par pienemamu ieklausanai laboratorijas vésturisko negativo kontrolu
datubazg, ka aprakstits 50. punkta,

— paralélas pozitivas kontroles (sk. 50. punktu) induce atbildreakcijas, kas atbilst tam, kuras generétas laboratorijas
vésturisko pozitivo kontroJu datubazé ieklautajas kontrol@s, un izsaka statistiski ievérojamu pieaugumu salidzi-
najuma ar paral€lo negativo kontroli,

— skidinataja kontrol€ ir izpilditi $inu savairoSanas kritériji (25.-27. punkts),
— ja vien vienam no tiem nav bijis pozitivs rezultats, ir testéti visi eksperimentalie nosacijumi (36.—40. punkts),
— analizéjams ir bijis pietiekams $tinu un koncentraciju skaits (28. punkts un 44.-46. punkts),

— maksimalas koncentracijas izvéles kritériji atbilst 24.~31. punkta aprakstitajiem kritérijiem.

Rezultatu izvértésana un interpretéSana

Ja ir izpilditi visi pienemamibas kriteriji, testéjamo kimikaliju uzskata par viennozimigi pozitivu, ja kada no izvérte-
tajiem eksperimentalajiem nosacfjumiem (sk. 36.-39. punktu):

— vismaz vienai no testéjamam koncentracijam salidzinajuma ar paral€lo negativo kontroli novérojams statistiski
nozimigs palielinajums (89),

— 30 pieaugumu izvértéjot ar atbilsto$u trenda testu, vismaz viena eksperimenta nosacijuma gadijuma ir
konstatéjama pieauguma sakariba ar devu (sk. 28. punktu),

— kads no rezultatiem atrodas arpus vésturisko negativo kontrolu datu sadalfjuma (piem. 95 % kontroles
robezam péc Puasona sadaljjuma).

Ja visi Sie kriteriji ir izpilditi, testéjamo kimikaliju uzskata par sp&jigu $aja testa sistéma inducét hromosomas
parravumus un/vai raditaja palielindgjumu vai samazindjumu. leteikumi par piemérotakajam statistiskajam metodém
atrodami ari literatiira (90) (91) (92).
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Ja ir izpilditi visi pienemamibas kritériji, test§jamo kimikaliju uzskata par viennozimigi negativu, ja visos
izvértetajos eksperimentalajos nosacijumos (sk. 36.-39. punktu):

— nevienai no testgjamam koncentracijam salidzinajuma ar paralélo negativo kontroli nav novérojams statistiski
nozimigs palielinajums,

— ar atbilsto$u trenda testu nav konstatéjams ar koncentraciju saistits palielindgjums,

— visi rezultati atrodas vésturisko negativo kontrolu datu sadaljjuma robezas (piem., 95 % kontroles robezas péc
Puasona sadalijuma; sk. 52. punktu).

Testgjamo kimikaliju tad uzskata par nespéjigu $aja testa sistéma inducét hromosomu parravumus un/vai papildi-
najumu vai zaudéjumu. leteikumi par piemérotakajam statistiskajam metodém atrodami ari literattira (90) (91) (92).

Nav prasibas viennozimigi pozitivu vai negativu atbildreakciju verificét.

Ja atbildreakcija nav ne viennozimigi negativa, ne viennozimigi pozitiva, ka aprakstits ieprieks, un/vai lai palidzétu
noteikt rezultata biologisko relevantumu, Sie dati janovérté ekspertam unfvai javeic sikaka izskatiSana. Var bt
lietderigi novértét papildu 3tnas (attieciga gadijuma) vai veikt atkartotu eksperimentu, iespgjams, izmantojot
mainitus eksperimenta apstaklus (piem., atstatumus starp koncentracijam, citus metaboliskas aktivacijas apstaklus
(t. i., S9 koncentraciju vai S9 izcelsmi)).

Retos gadijumos pat péc sikakas izskatiSanas datu kopums nelauj secinat, ka testéjama kimikalija rada pozitivus vai
negativus rezultatus, un tad uzskata, tas ir neskaidrs.

Testgjamas kimikalijas var inducét mikrokodolu veidosanos MNvit testa tapéc, ka tas inducé hromosomu
parravumus, hromosomu zaud&umu vai abus kopa. Var veikt papildu analizi ar antikinetohoru antivielam vai
centromériem specifiskam in situ zondém vai izmantot citas metodes, lai noteiktu, vai mikrokodolu inducéSanas
mehanisms ir saistits ar klastogénu un/vai aneigénu aktivitati.

Testésanas parskats

TestéSanas parskata jaieklauj talak noradita informacija.

Testgjama kimikalija:

— avots, sérijas numurs, izmantoSanas termins, ja pieejams,

— pasas testgjamas kimikalijas stabilitate, ja ta zinama,

— test&jamas kimikalijas spéja reagét ar skidinataju/nesgju vai $tinu barotni,

— testéjamas kimikalijas $kidiba un stabilitate $kidinataja/neséja, ja ta zinama,

— pH, osmolalitates un nogulinu mérjjums barotné, kura testéjama kimikalija tika pievienota (attieciga gadjjuma).
Vienkomponenta viela:

— fiziskais izskats, skidiba tideni un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas,

— kimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai InChI kods, struktr-
formula, tiriba, attieciga gadijuma, ja tas ir praktiski iesp&jams, piemaisjumu kimiska identitate u. c.

Daudzkomponentu viela, UVCB un maisijumi:

— ciktal iesp&jams, raksturoti ar sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks), kvantitativo saturu un relevantajam
fizikalkimiskajam ipasibam.
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Skidinatajs:

— skidinataja izvéles pamatojums,

— $kidinataja ipatsvars galigaja barotné.

Siinas:

— izmantoto $tnu tips un avots,

— izmantota $inu tipa piemerotiba,

— $unu linjjam — mikoplazmas neesiba,

— $unu linjjam — informacija par $tnu cikla garumu vai proliferacijas indekss,

— ja izmanto limfocitus — asins donoru dzimums, vecums un visa relevanta informacija par donoru, nesadalitas
asinis vai atdaliti limfociti, izmantotais mitogéns,

— normalais $iinas cikla ilgums (negativa kontrole),
— §inu linijam — ja pieejams, pasazu skaits,

— $inu linijam — $tnu kultdru uzturéSanas metodes,
— $unu linjjam — modalais hromosomu skaits.
Testesanas apstakli:

— ja izmanto citokinézes blokétaju (piem., cytoB), vielas identitate, koncentracija un $tnu ekspozicijas ilgums,

— testgjamas kimikalijas koncentracija, izteikta ka galiga koncentracija barotné (piem., barotnes pg vai mg/mL, vai
mM),

— vielas koncentraciju un $Gnu kultiiru skaita izvéles pamatojums, piem., dati par citotoksiskajam ipasibam un
skidibas robezam,

— barotnes sastavs, attieciga gadjjuma CO, koncentracija, mitruma limenis,

— barotné pievienota 3kidinataja un testéjamas kimikalijas koncentracija (un/vai daudzums),
— inkubacijas temperatiira un ilgums,

— apstrades ilgums,

— §inu ievak$anas laiks péc apstrades,

— attieciga gadijuma $tnu blivums uzséSanas laika,

— metaboliskas aktivacijas sistémas veids un sastavs (S9 avots, S9 maisijuma sagatavo$anas metode, S9 maisfjuma
un S9 koncentracija vai tilpums galigaja barotng, S9 kvalitates kontroles (piem., fermenta aktivitate, sterilitate,
metaboliska spgja),

— pozitivas un negativas kontroles kimikalijas, galigas koncentracijas, apstrades un rekuperacijas periodu apstakli
un ilgums;

— priek$metstiklinu sagatavosanas metodes un izmantotais $tinu iekraso$anas papémiens,
— mikrokodolus saturo$u $iinu noveértésanas kritériji (analizéjamo $tinu izvéle un mikrokodolu identificésana),

— analizéto $tinu skaits,
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— citotoksicitates mérianas metodes,

— jebkada papildu informacija, kas attiecas uz citotoksicitati un izmantoto metodi,

— kritériji, péc kuriem noverté, vai pétijuma rezultats ir pozitivs, negativs vai neskaidrs,
— izmantota(-s) statistiskas analizes metode(-s),

— metodes, pieméram, tadas ka kinetohoru antivielas vai pancentromeérspecifisko zonzu izmantoSana, lai
noskaidrotu, vai mikrokodoli satur veselas vai fragmentétas hromosomas (attieciga gadijuma).

— pH, osmolalitates un izgulsné$anas noteikSanai izmantotas metodes.
Rezultati:
— analizei pienemamo $tinu definicija,

— ja neizmanto ¢ytoB — apstradato $anu skaits un ievakto Stnu skaits katrai kultiirai, ja tiek izmantotas $inu
linijas,

— izmantotais citotoksicitates raditajs, pieméram, CBPI vai RI, ja izmanto citokinézes bloké$anas metodi; RICC vai
RPD, ja citokinézes blokéSanas metodes neizmanto; citi novérojumi, ja tadi ir (piem., $inu konfluence,
apoptoze, nekroze, metafazé eso$o $tnu skaits, divkodolu $iinu biezums),

— izgulsnéSanas pazimes un noteikSanas laiks,
— dati par apstrades barotnes pH un osmolalitati, ja tie noteikti,
— vienkodola, divkodolu un daudzkodolu $tinu izkliede, ja izmanto citokinézes blokésanas metodi,

— par katru apstradato kultiru un kontrolkultiiru atseviski noradits to $tnu skaits, kuram ir mikrokodoli, un
norade, vai mikrokodoli ir no divkodolu vai no vienkodola $Ginam (attieciga gadijuma),

— ja iesp&jams, koncentracijas—atbildreakcijas sakariba,

— paralélas negativas (3kidinataja) un pozitivas kontroles dati (koncentracijas un 3kidinataji),

— veésturisko negativo (3kidinataja) un pozitivo kontrolu dati, diapazoni, vidéjas vértibas un standartnovirzes, 95 %
sadalijuma kontroles robezas, ka ari datu skaits,

— statistiska analize; p-vértibas (attieciga gadjjuma).
Rezultatu iztirzajums.

Secinajumi.
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1. papildinajums

DEFINICJAS

Aneigens: jebkura kimikalija vai process, kas mijiedarbiba ar mitotiska un mejotiska $tinu daliSanas cikla aparata
komponentiem izraisa $iinu vai organismu aneiploidiju.

Aneiploidija: novirze no normala diploida (vai haploida) hromosomu skaita par vienu vai vairakam atseviskam
hromosomam, bet ne veselu hromosomu komplektu vai komplektiem (poliploidija).

Apoptoze: programméta §inu nave, ko raksturo virkne posmu, kuros $Ginas sabriik membranas ieslégtas dalinas,
kas péc tam tiek iznicinatas fagocitoze vai izvaditas.

Siinu savairo$anas: $iinu skaita pieaugums $tinu mitotiskas daliSanas rezultata.

Centromérs: hromosomas DNS regions, kura abas hromatidas ir saistitas un uz kura sanu pie sana piestiprina-
jusies abi kinetohori.

Kimikalija: viela vai maisjjums.
Koncentracijas: testgjamas kimikalijas galigas koncentracijas barotné.

Klastogens: jebkura kimikalija vai notikums, kas izraisa strukturalas hromosomas tipa aberacijas $iinu vai eikariotu
populacijas.

Citokinéze: 3tinas daliSanas process, kurs notiek tilit péc mitozes un kura izveidojas divas meitstinas, katra ar
savu kodolu.

Proliferacijas indekss péc citokinézes blokiades (CBPI): otra daliSands vilna $finu ipatsvars apstradataja
populacija salidzinajuma ar neapstradato kontroli (formulu sk. 2. papildinajuma).

Citostaze: $inu aug$anas inhibésanas (formulu sk. 2. papildinajuma).

Citotoksicitate: aja testéSanas metodé ietvertajiem testiem, kuros izmanto citohalazinu B, citotoksicitate ir
apstradato $tnu proliferacijas indeksa péc citokinézes blokades (CBPI) vai replicéSanas indeksa (RI) samazinajums
salidzinajuma ar negativo kontroli (sk. 26. punktu un 2. papildinajumu).

Saja testéSanas metodé ietvertajiem testiem, kuros citohalazinu B neizmanto, citotoksicitate ir apstradato $tinu
populacijas relativas dubultoSanas (RPD) vai $iinu skaita relativa pieauguma (RICC) samazinajums salidzinjuma ar
negativo kontroli (sk. 27. punktu un 2. papildinajumu).

Genotoksisks: visparigs termins, kas aptver visu veidu bojajumus DNS vai hromosomas, tostarp parravumus,
delécijas, aduktus, nukleotidu modifikacijas un saiknes, parkartojumus, génu mutacijas, hromosomu aberacijas un
aneiploidiju. Ne visas genotoksiskas ietekmes rada mutacijas vai pastavigus hromosomu bojajumus.

Interfazes $inas: Sunas, kas neatrodas mitotiskaja stadija.

Kinetohors: proteinstruktiira, kura sagrupéjas pie centroméra hromosoma un ar kuru $inas daliSanas laika saistas
varpstas $kiedras, nodrosinot meithromosomu pareizu parvieto§anos uz meit§inu poliem.

Mikrokodoli: mazi kodoli, kas mitozes vai mejozes telofazé izveidojas no aizkavéjusos hromosomu fragmentiem
vai veselam hromosomam atseviski no $iinu galvenajiem kodoliem un tiem papildus.

Mitoze: Stnas kodola daliSanas process, kuru parasti sikak iedala $adas stadijas: profaze, prometafaze, metafaze,
anafaze un telofaze.

Mitotiskais indekss: metafazé esoSu Siinu skaita attieciba pret stinu kopégjo skaitu populacija; raksturo $iinu
savairosanas pakapi $aja populacija.
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Mutagens: faktors, kas izraisa parmantojamas DNS bazu paru sekvences vai sekvencu izmainas génos vai
hromosomu struktiira (hromosomu aberacijas).

NeatdaliSanas: parhromatidu neatdaliSanas un pieniciga nevirziSanas uz toposajam meitsiinam, kas noved pie
anormala hromosomu skaita meit$nas.

p53 statuss: p53 proteins ir iesaistits $iinas cikla regulésana, apopotozé un DNS reparicija. Stinam, kuram
funkcionala p53 proteina nav un kuras tapéc nespgj, reagéjot uz DNS bojajumiem, apturét $inas ciklu vai likvidét
bojatas $linas ar apoptozi vai citiem panémieniem (piem., inducgjot DNS reparaciju), kas saistiti ar p53 funkcijam,
teorétiski vajadzétu biit uznémigakam pret génu mutacijam vai hromosomu aberacijam.

Poliploidija: tada hromosomu skaita aberacija $tinas vai organismos, kas skar veselu(-s) hromosomu komplektu(-s)
(pretstata aneiploidijai, kas skar vienu vai vairakas atseviskas hromosomas).

Proliferacijas indekss (PI): citotoksicitates mérianas metode, ja neizmanto cytoB (formulu sk. 2. papildinajuma).

Sinu skaita relativais pieaugums (RICC): citotoksicitites mérisanas metode, ja neizmanto ¢ytoB (formulu sk.
2. papildinajuma).

Populicijas relativa dubultosanas (RPD): citotoksicitates mérisanas metode, ja neizmanto cytoB (formulu sk.
2. papildinajuma).

Replicesanas indekss (RI): pabeigtu $inu daliSanas ciklu dala apstradata kultira ekspozicijas un rekuperacijas
laika attieciba pret neapstradato kontroli (formulu sk. 2. papildinajuma).

S9 aknu frakcija: aknu homogenata supernatants péc 9 000 g centrifugésanas, t. i., jelu aknu ekstrakts.
$9 maisijums: S9 aknu frakcijas un metabolisko fermentu darbibai nepiecieSsamo kofaktoru maistjums.

Skidinataja kontrole: visparigs termins to kontrolkultiru apzimésanai, kuras sanem vienigi testéjamas kimikalijas

Testéjama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko testé ar $o testésanas metodi.

Neapstradatas kontroles: kultiiras, kuras neapstrada (t. i, ne ar testéjamo kimikaliju, ne ar skidinataju), bet ar
kuram paraleli izdara tadas pasas manipulacijas ka ar kultiram, kuras apstrada ar testéjamo kimikaliju.
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2. papildinajums
CITOTOKSICITATES NOVERTEJUMA FORMULAS

Ja izmanto cytoB, citotoksicitates izvértéjuma pamata ir proliferacijas indekss péc citokinézes blokades (CBPI)
vai replicesanas indekss (RI) (17) (69). CBPI norada mikrokodolu vidéjo skaitu viena $Gnd, un to var izmantot
§unu savairo$anas aprékinos. RI norada $unas ciklu relativo skaitu vienai $tinai laika, kad apstradatajas kultaras ta
tiek eksponéta ¢ytoB, salidzindjuma ar kontrolkultiiram, un to var izmantot, lai aprékinatu % citostazi:

% citostaze = 100 - 100{(CBPL, — 1) + (CBPI. — 1)}

un:

T = ar testgjamo kimikaliju apstradata kultira
C = kontrolkultara

kur:

((No.mononucleate cells) 4+ (2 x No.binucleate cells) + (3 x No.multinucleate cells))

CBPI = (Total number of cells)

Tatad CBPI vertiba 1 (visas $tnas ir vienkodola $iinas) ir lidzvértiga 100 % citostazei.

Citostaze = 100-RI

((No.binucleate cells) + (2 x No.multinucleate cells))/(Total number of cells),

RI= ((No.binucleate cells) + (2 x No.multinucleate cells))/(Total number of cells),. %

100

T

apstradatas kultdiras

C = kontrolkultiiras

Tatad, ja RI ir 53 %, tas nozimé, ka, salidzinot ar kontrolkultiiras $iinu skaitu, kuras dalijusas, izveidojot divkodolu
un daudzkodolu $unas, apstradataja kultfira $adi dalijusies tikai 53 % no tada pasa $inu skaita, t. i., 47 % citostaze.

Ja cytoB neizmanto, citotoksicitates izvértéjuma pamata ieteicams likt $inu skaita relativa pieauguma (RICC)
vai populacijas relativas dubulto$anas (RPD) raditajus (69), jo tie abi nem véra, kada sinu populacijas dala ir

daljjusies.
RICC(%) (Increase in number of cells in treated cultures(final - starting)) < 100
*/ ™ (ncrease in numbers of cells in control cultures(final - startin
g
RPD (%) — (No.of Population doublings in treated cultures) 100
°/ ™ (No.of population doublings in control cultures
pop g

kur:

Populacijas dubultosanas = [log ($inu skaits péc apstrades + $inu skaits sakuma)] + log 2
Tatad, ja RICC vai RPD ir 53 %, tas uzrada 47 % citotoksicitati/citostazi.

Ar proliferacijas indeksu (PI) citotoksicitati var novertét, saskaitot klonus, ko veido 1 $tna (cl1), 2 $Gnas (cl2), 3
lidz 4 $iinas (cl4) un 5 lidz 8 $Gnas (cl8).

(1 xcll) + (2 x cl2) + (3 x cl4) + (4 x cl8))

P= (cI1 + cl2 + cl4 + cl8)
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PI tiek izmantots par vértigu un ticamu citotoksicitates parametru ari $tinu linijam, kas kultivétas in vitro bez ¢ytoB
(35) (36) (37) (38), un to var uzskatit par lietderigu papildu parametru.

Jebkura gadijuma pirms apstrades $inu skaitam apstradatajas kultliras un negativas kontroles kultiiras jabiit
vienadam.

Kaut ari iepriek§ par citotoksicitates parametru ticis izmantots RCC (t. i, $tnu skaits apstradatajas kultfiras/$anu
skaits kontrolkultfiras), to izmantot vairs nav ieteicams, jo tas var citotoksicitati novértét parak zemu.

[zmantojot automatiskas novérté$anas sistémas, piem., plismas citometriju, lazerskenéSanas citometriju vai att€lu
analizi, $tinu skaitu formula var aizstat ar mikrokodolu skaitu.

Negativas kontroles kulttiras populacijas dubulto$anas vai replicéSanas indeksam jabut saderigam ar prasibu $inu
paraugosanu veikt tad, kad péc apstrades aprit&jusi aptuveni 1,5-2,0 normaliem $inas cikli.”

15) pielikuma B dala pievieno $adas nodalas:

“B.59. In chemico adas sensibilizacija: tieSais peptidreagétspéjas tests (DPRA)

IEVADS

Si testésanas metode (TM) ir ekvivalenta ESAO testéSanas vadlinijai (TG) Nr. 442C (2015). Adas sensibilizators ir
viela, kas, nonakot saskaré ar adu, izraisa alergisku atbildreakciju, atbilstosi definicijai, kas dota Apvienoto Naciju
Organizacijas (ANO) Kimikaliju klasificéSanas un markésanas globali harmonizétaja sistéma (GHS) (1) un Regula
(EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisijumu klasificésanu, markesanu un iepakosanu (CLP regula) (!). ST testéSanas
metode piedava in chemico procediiru (tieSo peptidreagétspéjas testu [Direct Peptide Reactivity Assay], DPRA), kas
izmantojama, lai saskana ar ANO GHS un CLP regulu noskirtu adas sensibilizatorus no adas nesensibilizatoriem.

Pastav vispargja vienpratiba par galvenajiem biologiskajiem notikumiem, kas ir adas sensibilizacijas pamata. Eso$as
zinaSanas par kimiskajiem un biologiskajiem mehanismiem, kas saistiti ar adas sensibilizaciju, ir apkopotas,
izveidojot nelabvéliga iznakuma celu (Adverse Outcome Pathway, AOP) (2) — no molekulara iniciacijas notikuma un
starpposma notikumiem [idz nelabvéligajai ietekmei, proti, alergiskam kontaktdermatitam cilvekos vai kontakthi-
persensibilizacijai grauzgjos. Adas sensibilizacijas AOP konteksta molekularais iniciacijas notikums ir elektrofilu
vielu kovalenta saistiSanas ar nukleofilajiem centriem adas proteinos.

Lidz $im adas sensibilizacijas novérté$anai parasti izmantoti laboratorijas dzivnieki. Ar klasiskim metodém, kuras
izmanto jiirasciicinas, — Magnusona—Kligmana maksimizacijas testu jirasciicinam (Magnusson Kligman Guinea Pig
Maximisation Test, GMPT) un Bilera [Buehler] testu (TM B.6 (3)) — tiek pétita gan adas sensibilizacijas indukcijas
faze, gan tas izpausmes faze. Atzinigi noveértéts ir ari tests ar pelém, proti, limfmezglu lokalas stimulacijas tests
(Local Lymph Node Assay, LLNA, TM B.42 (4)) un abas $is metodes modifikacijas, kuras nav radioaktivo
komponentu, proti, LLNA: DA (TM B.50 (5)) un LLNA:BrdU-ELISA (TM B.51 (6)), kuras visas novérté vienigi
indukcijas reakciju, jo visas $is metodes dzivnieku labturibas un objektiva adas sensibilizacijas indukcijas fazes
mérijuma zina ir parakas par testéSanas metodém ar jirasciicinam.

Pédéja laika mehanistiskas in chemico un in vitro testéSanas metodes tiek uzskatitas par zinatniski derigam metodém
kimikaliju radito adas sensibilizacijas apdraudéumu izvértéSanai. Tomer, lai bitu iespéjams pilnigi aizstat
pasreizgjos testus ar dzivniekiem, integrétas testéSanas un novértéSanas pieejas (Integrated Approaches to Testing and
Assessment, IATA) jakombiné vairakas metodes (in silico, in chemico, in vitro), kuras dzivniekus neizmanto, nemot
véra, ka katrai pasreiz pieejamajai bezdzivnieku metodei ir ierobeZots mehanistiskais AOP tvérums (2) (7).

() Eiropas Parlamenta un Padomes 2008. gada 16. decembra Regula (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisjjumu klasificé8anu, markésanu
un iepako$anu un ar ko groza un atce] Direktivas 67/548EEK un 1999/45/EK un groza Regulu (EK) Nr. 1907/2006 (OV L 353,
31.12.2008., 1. Ipp.).
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DPRA tiek piedavata, lai varétu pétit adas sensibilizacijas AOP molekularo iniciacijas notikumu, proti, proteinrea-
$Etspeju, kvantitativi izsakot testgjamo kimikaliju sp&ju reagét uz sintétiskiem modelpeptidiem, kuri satur lizinu vai
cisteinu (8). Péc tam cisteina un lizina peptidu procentuala samazinajuma vértibas izmanto, lai vielu klasificétu
kada no Cetram reagétspéjas klasém, ar kuram noskir adas sensibilizatorus no adas nesensibilizatoriem (9).

DPRA ir izvertéts validacijas pétjjuma, ko vadija Eiropas Savienibas references laboratorija dzivnieku testé$anai
alternativu metozu joma (EURL ECVAM), un velaka neatkariga profesionalvértéSana, ko veica EURL ECVAM
zinatniska padome (ESAC), un tika atzits par zinatniski derigu (10) izmanto$anai IATA ietvaros un adas sensibili-
zatoru un nesensibilizatoru noskirSanai nolika Kklasificét un markét apdraudéumus. Pieméri DPRA datu
izmanto$anai kombinacija ar citu informaciju ir pieejami literatfira (11) (12) (13) (14).

Definicijas ir sniegtas 1. papildinajuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI, PIEMEROJAMIBA UN IEROBEZOJUMI

Ir labi zinama proteinreagétspéjas korelacija ar adas sensibilizacijas potencialu (15) (16) (17). Tomér, ta ka proteina
saistiSana atspogulo tikai vienu batisku notikumu (pat ja tas ir adas sensibilizacijas AOP molekularais iniciacijas
notikums), ar informaciju par proteinreagétspéju, kas iegiita ar testéSanas metodém un tadam metodém, kas
neietver testéSanu, var nepietikt, lai izdaritu secinajumu, ka kimikalijai adas sensibilizacijas potencials nepiemit.
Tade] ar o testéSanas metodi iegiitie dati jaskata integrétas pieejas, pieméram, IATA, satvard un jaapvieno ar citu
papildinformaciju, piem., tadu, kas iegiita in vitro testos, kuros apskatiti citi batiski adas sensibilizacijas AOP
notikumi, ka ari ar metodém, kuras neietver testéSanu un kuras péc analogijas principa (“aplikot lidzigu”) tiek
izmantota informacija par kimiskajiem analogiem.

So testésanas metodi apvienojuma ar citu papildinformaciju var izmantot tam, lai saskana ar IATA biitu vieglak
adas sensibilizatorus (t. i, ANO GHS|CLP 1. kategorija) noskirt no adas nesensibilizatoriem. So testéSanas metodi
nevar izmantot vienu pasu ne adas sensibilizatoru klasificeSanai apakskategorijas 1.A un 1.B saskana ar ANO GHS|
CLP, ne potences prognozé$anai drojuma novértéjuma lémumiem. Tomér atkariba no tiesiska regulégjuma pozitivu
rezultatu, kas iegiits ar DPRA, var vienu pau izmantot kimikalijas klasificeSanai ANO GHS/CLP 1. kategorija.

Ir pieradits, ka DPRA testéSanas metode ir parnesama uz laboratorijam, kuram ir pieredze augstas izskirtspéjas
skidrumhromatografijas (HPLC) analizes veik$ana. PrognoZu reproducgjamibas limenis, kas sagaidams no S§is
testéSanas metodes, ir aptuveni 85 % taja pasa laboratorija un 80 % citas laboratorijas (10). Validacijas pétjjuma
(18) un publicétajos pétijumos (19) iegitie rezultati kopuma liecina, ka adas sensibilizatoru (t. i., ANO GHS/CLP
1. kat.) noskir§ana no adas nesensibilizatoriem DPRA pareiziba ir 80 % (N = 157), jutiba — 80 % (88/109) un
specifiskums — 77 % (37/48) salidzinagjuma ar LLNA rezultatiem. Visticamak, DPRA testda parak zemu tiks
novértétas tas kimikalijas, kuram novérojama zema lidz vidgja adas sensibilizacijas potence (t. i., ANO GHS/CLP 1.
B apakskategorija), nevis tas kimikalijas, kuram novérojama augsta adas sensibilizacijas potence (t. i, ANO GHS|
CLP 1.A apakskategorija) (18) (19). Tomér pareizibas vértibas, kas Seit sniegtas attieciba uz DPRA ka atsevisku
testéSanas metodi, ir tikai orientgjosas, jo 31 testéSanas metode jaskata kombinacija ar citiem informacijas avotiem
saskana ar IATA un atbilstigi 9. punkta noteikumiem. Turklat, izvertéjot adas sensibilizacijas novértésanas metodes,
kuras neizmanto dzivniekus, janem véra, ka LLNA tests, ka ari citi testi ar dzivniekiem var nepilnigi atspogulot
situdciju interes¢josaja suga, t. i, cilvékos. Pamatojoties uz vispargjiem pieejamajiem datiem, ir pieradits, ka DPRA
var izmantot test€jamam kimikalijam, kas aptver daZadas organiskas funkcionalas grupas, atbildreakciju
mehanismus, adas sensibilizacijas potence (ka noteikts in vivo pétijumos) un fizikalkimiskas ipasibas (8) (9) (10)
(19). Visa & informacija kopa norada uz to, ka DPRA var palidzét identificét adas sensibilizacijas apdraudéumus.
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Terminu “testéjama kimikalija” $aja testéSanas metodé izmanto, lai apzimétu to, kas tiek testéts, un tas nav saistits
ar DPRA pielietojamibu vielu unfvai maisfjumu testéSana. ST testéSanas metode nav pielietojama metala
savienojumu testé$ana, jo, ka zinams, tie ar proteiniem reagé ar citiem mehanismiem, nevis kovalentajam saitém.
Testgjamai kimikalijai jaskist piemérota $kidinataja ar galigo koncentraciju 100 mM (sk. 18. punktu). Tomer
test§jamas kimikalijas, kuras pie $adas koncentracijas neskist, drikst testét ar pie mazakam $kidibas koncentracijam.
Tada gadijuma pozitivu rezultatu joprojam varétu izmantot, lai pamatotu testa kimikalijas atziSanu par adas sensibi-
lizatoru, tau negativa rezultata gadijuma nedrikstétu stingri secinat, ka ta nav reagétspéjiga. Patlaban ir pieejama
ierobeZota informacija par DPRA izmantojamibu maisjjumiem, kuru sastavs ir zinams (18) (19). Tomér DPRA tiek
uzskatits par tehniski izmantojamu daudzkomponentu vielu un maisjumu ar zindmu sastavu testéSanai (sk.
18. punktu). Pirms $is testéSanas metodes izmantoSanas maisjumam, lai iegitu datus kadam normativajam
mérkim, jaapsver, vai un kade] ta varétu sniegt minétajam mérkim piemérotus rezultatus. Ja pastav normativa
prasiba maisfjumu testét, tada apsvér§ana nav vajadziga. Pasreizgjo prognozes modeli nevar izmantot kompleksiem
maisijumiem ar nezinamu sastavu vai nezinama vai mainiga sastava vielam, kompleksiem reakcijas produktiem vai
biologiskiem materialiem (t. i, UVCB vielam), jo test&jamai kimikalijai un peptidam ir noteikta molara attieciba.
Sim noliikam biis jaizstradd jauns, uz gravimetrisko pieeju balstits prognozes modelis. Gadijumos, kad ir
pieradijumi par testéSanas metodes neizmantojamibu citam konkrétu kategoriju kimikalijam, So testéSanas metodi
minétajam konkrétajam kimikaliju kategorijam neizmanto.

Si testésanas metode ir in chemico metode, kas neietver metabolisku sistému. Ar 3o testéSanas metodi nevar detektét
kimikalijas, kas savu adas sensibilizacijas potencialu sasniedz tikai ar fermentativo bioaktivaciju (t. i., prohapténi). Ir
zinots, ka dazos gadijumos ar So testéSanas metodi tiek pareizi detektétas kimikalijas, kuras klast par sensibiliza-
toriem péc abiotiskas transformacijas (t. i., prehapténi) (18). Nemot véra iepriek§ minéto, ar So testéSanas metodi
ieglitie negativie rezultati jainterpreté noteikto ierobeZojumu konteksta un kopa ar citiem informacijas avotiem
saskana ar IATA. Testgjamas kimikalijas, kas neveido kovalentas saites ar peptidu, tacu sekmé ta oksidésanos (t. i.,
cisteina dimerizé$anos), varétu veicinat peptidu samazinajuma parvertésanu, ka rezultata varétu rasties pseidopo-
zitivas prognozes un/vai kimikalija varétu tikt klasificéta augstaka reagétspéjas klasé (sk. 29. un 30. punktu).

Ka noradits, DPRA palidz adas sensibilizatorus noskirt no adas nesensibilizatoriem. Integréta pieeja, piem., IATA,
tas var palidzét noveértét ari sensibilizacijas potenci. Tomer, lai noteiktu, ki DPRA rezultati varétu laut spriest par
potences noveért&jumu, javeic turpmakas darbibas, vélams, pamatojoties uz datiem par cilvekiem.

TESTA PRINCIPS

DPRA ir in chemico metode, ar ko skaitliski izsaka cisteinu vai lizinu saturo$u peptidu atlikuso koncentraciju péc
24 stundu inkubacijas ar testéjamo kimikaliju 25+2,5 °C temperatiira. Sintétiskie peptidi satur fenilalaninu, kas
atvieglo detektéSanu. Peptidu relativo koncentraciju méra, izmantojot augstas izskirtspéjas skidrumhromatografiju
(HPLC) ar gradienta eluéSanu un UV detekteSanu pie 220 nm. Péc tam aprékina cisteina un lizina peptidu
procentuala samazinajuma vértibas un tas izmanto prognozes modeli (sk. 29. punktu), kas testéjamo kimikaliju lauj
klasificét viena no Cetram reagétspéjas klasém, ko izmanto, lai adas sensibilizatorus noskirtu no adas nesensibiliza-
toriem.

Pirms $aja testéSanas metodé aprakstitas metodes regularas izmantoSanas laboratorijam uzskatami jaapliecina sava
tehniska kompetence, izmantojot 2. papildindjuma uzskaititas desmit standartvielas.
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PROCEDURA

Si testéSanas metode ir balstita uz DPRA DB-ALM protokolu Nr. 154 (20), kas ir EURL ECVAM koordinétaja
validacijas pétfjuma izmantotais protokols. So metodi istenojot un izmantojot laboratorija, ieteicams lietot 3o
protokolu. Turpmak sniegts galveno DPRA komponentu un procediru apraksts. Izmantojot alternativu HPLC
sistému, japierada tas lidzvértiba DB-ALM protokola aprakstitajai validétajai sistémai (piem., testéjot 2. papildi-
najuma noraditas standartvielas).

Cisteinu vai lizinu saturoSo peptidu sagatavosana

Tie$i pirms inkubacijas ar testéjamo kimikaliju jasagatavo svaigi cisteinu (Ac-RFAACAA-COOH) un lizinu (Ac-
RFAAKAA-COOH) saturosi sintétisko peptidu izejskidumi ar tiribu, kas parsniedz 85 % un, vélams, ir diapazona
90-95 %. Cisteina peptida galigajai koncentracijai pH 7,5 fosfata buferskiduma jabat 0,667 mM, savukart lizina
peptida galigajai koncentracijai pH 10,2 amonija acetata bufer$kiduma jabat 0,667 mM. Jaizveido HPLC testé$anas
sérija, lai HPLC analizes laiks nesasniegtu 30 stundas. Attieciba uz validacijas pétjjuma un $aja testéSanas metodé
aprakstito HPLC sistému viena HPLC testéSanas reizé iesp&ams izmantot lidz 26 analizes paraugus (kas ietver
test§jamo kimikaliju, pozitivo kontroli un attiecigu $kidinataja kontrolu skaitu atkariba no testa izmantoto atsevisko
skidinataju skaita, katru testéot triplikata). Visiem viena testéSanas reizé analizétajiem replikatiem jaizmanto
identiski cisteina un lizina peptidu izejskidumi. Pirms katras peptidu partijas izmantoSanas ieteicams pieradit, ka tie

pienacigi 8kist.

Testé&jamas kimikalijas sagatavosana

Testéjamas kimikalijas kidiba attiecigaja $kidinatdja janoverté pirms testa veikSanas, ievérojot DPRA DB-ALM
ka DPRA testgjamo kimikaliju parmeérigi liela daudzuma inkubé ar cisteina vai lizina peptidiem, iegiita dzidra
skidruma vizuala inspicéSana tiek uzskatita par pietickamu, lai parliecinatos, ka testéjama kimikalija (un visi tas
komponenti, ja testéSanu veic ar daudzkomponentu vielu vai maisjjumu) ir izSkidusi. Pieméroti $kidinataji ir
acetonitrils, tidens, Gidens un acetonitrila 1:1 maisijums, izopropanols, acetons vai acetona un acetonitrila 1:1
maisijums. lespéjams izmantot citus $kidinatajus, ja vien tie neietekmé peptida stabilitati, ko uzrauga, izmantojot
referenckontroles C (t. i, paraugus, kas sastav vienigi no peptida, kur$ izskidinats atbilstodaja skidinataja; sk.

izskidinat 300 pL DMSO un iegiito skidumu atkaidit ar 2 700 pL acetonitrila un, ja testgjama kimikalija Saja
maisjuma neskist, jacensas tadu pasu testgjamas kimikalijas daudzumu izskidinat 1 500 pL DMSO un iegiito
$kidumu atskaidit ar 1 500 pL acetonitrila. Testéjama kimikalija pirms apstrades janosver stikla stobrinos un tiesi
pirms testéSanas jaizskidina piemérota $kidinataja, lai sagatavotu 100 mM skiduma. Maisjjumiem un daudzkom-
ponentu vielam ar zindmu sastavu kopéjo tiribu nosaka, sasummeéjot ta komponentu (izpemot tdeni) dalas, un
kopéjo skietamo molekulmasu nosaka, pemot véra katra maisjjuma komponenta (izpemot Gdeni) individualo
molekulmasu un Ipatsvaru. Rezultata iegiitd tiriba un Skietama molekulmasa jaizmanto, lai aprékinatu 100 nM
$kiduma sagatavoSanai nepiecie$amo testéjamas kimikalijas masu. Attieciba uz polimériem, kuriem nav iesp&ams
noteikt domingjoo molekulmasu, sagatavojot 100 nM 3kiduma, var nemt véra monomeéra molekulmasu (vai
dazado poliméra saturéto monoméru $kietamo molekulmasu). Tomeér, test§jot maisjjumus, daudzkomponentu
vielas vai polimérus ar zindmu sastdvu, jaapsver ari iespéja testét neatSkaiditu testéjamo kimikaliju. Skidras
neatskaiditas kimikalijas jatesté bez jebkadas iepriekséjas atskaidiSanas, tas inkubéjot molaraja attieciba 1:10 un
1:50 attiecigi ar cisteina un lizina peptidiem. Cietas testgjamas kimikalijas jaizskidina lidz maksimalajai $kistoSajai
koncentracijai taja pa$a $kidinataja, kas izmantots, lai sagatavotu $kietamo 100 mM $kidumu. P&c tam to teste,
neveicot nekadu papildu at$kaidiSanu, to inkubgjot attieciba 1:10 un 1:50 attiecigi ar cisteina un lizina peptidiem.
Ja rezultati (reagétsp&jigs vai reagétnespéjigs), kas iegti ar skietamo 100 mM skidumu un neatskaidito kimikaliju,
sakrit, tiem vajadzétu Jaut izdarit skaidru secindjumu.
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Pozitivas kontroles, referenckontrolu un koeliicijas kontrolu sagatavosana

Par pozitivo kontroli jaizmanto kanélskabes aldehids (CAS Nr. 104-55-2; > 95 % partikas tiriba) koncentracija
100 mM acetonitrila. Ja ir pieejami vésturiskie dati, no kuriem var iegit salidzinamus testéSanas pienemamibas
kritérijus, var izmantot citas piemérotas pozitivas kontroles, vélams, tadas, kam raksturigas vidéjas samazinjuma
vértibas. Turklat HPLC testé$anas sekvencé jaieklauj arT referenckontroles (t. i., paraugi, kuri satur vienigi atbilstosaja

3. papildinajumu). Katrai kimikalijai izmanto atbilstosu referenckontroli, lai aprekinatu attiecigas kimikalijas peptidu
procentualo samazinajumu (sk. 26. punktu). Turklat par katru analizéto testéjamo kimikaliju testéSanas sekvencé
jaieklauj koeliicijas kontrole, kas sastav vienigi no testéjamas kimikalijas, lai detektétu testgjamas kimikalijas
iespgjamu koeliiciju ar lizina vai cisteina peptidu.

Test&jamas kimikalijas inkubacija ar cisteina un lizina peptidu skidumiem

Cisteina un lizina peptidu $kidumi jainkubé stikla autosamplera stobrinos ar testéjamo kimikaliju attiecigi attieciba
1:10 un 1:50. Ja talit péc testéjamas kimikalijas $kiduma pievienosanas peptidu $kidumam ir novérojamas
nogulsnes, jo test§jama kimikalija slikti $kist tideni, nav iespéjams dro$i zinat, cik liels testgjamas kimikalijas
daudzums ir palicis $kiduma reagéSanai ar peptidu. Tapéc tada gadijuma joprojam iesp&jams izmantot pozitivu
rezultatu, ta¢u negativais rezultats nav skaidrs un jainterpreté piesardzigi (sk. ari 11. punkta noteikumus par tadu
kimikaliju testéSanu, kuras neskist lidz koncentracijai 100 mM). Reakcijas $kidumu pirms HPLC analizes atst3j
tumsa 25+2,5°C temperatiira uz 24+2 stundam. Katra testéjama kimikalija attieciba uz abiem peptidiem jaanalizé
triplikata. Pirms HPLC analizes paraugus vizuali parbauda. Ja novérojamas nogulsnes vai fazu atdaliSanas, paraugus
var neliela atruma centrifugét (100-400 xg), lai nogulsnes piesardzibas nolitkos nospiestu stobrina apaksdala, jo
lieli nogulsnu daudzumi var aizsprostot HPLC caurulites vai kolonnas. Ja nogulsnes vai fazu atdaliSanas ir
novérojamas péc inkubacijas perioda, peptidu samazinajums var tikt noveértéts parak zemu un rezultata var nebat
iesp&jams pietickami parliecinosi konstatét reagétnespéju negativa rezultata gadjjuma.

HPLC standarta kalibracijas liknes sagatavosana

Gan cisteina, gan lizina peptidiem jaizveido standarta kalibracijas likne. Peptida standartvielas jasagatavo 20 % vai
25 % acetonitrilajbuferskiduma $kiduma, cisteina peptidam izmantojot fosfata buferskidumu (pH 7,5), bet lizina
peptidam — amonija acetata buferSkidumu (pH 10,2). Izmantojot peptida izejskiduma sérijveida atskaidisanu
(0,667 mM), jasagatavo 6 kalibrésanas skidumi, lai aptvertu diapazonu no 0,534 lidz 0,0167 mM. Standarta
kalibracijas likne jaietver ari atSkaidiSanas buferskiduma tuksais paraugs. Pienacigam kalibracijas likném r2>0,99.

HPLC sagatavosana un analize

Pirms analizes veikSanas japarbauda HPLC sistémas piemérotiba. Peptidu samazindjumu monitoré, izmantojot
HPLC un UV detektoru (fotodioZu matricas detektoru vai fiksétu vilna garuma absorbcijas detektoru ar 220 nm
signalu). HPLC sistéma uzstada pienacigu kolonnu. Validétaja protokola aprakstitaja HPLC sistéma ka velamo
kolonnu izmanto Zorbax SB-C-18 2,1 mm x 100 mm x 3,5 mikroni. Ar $o apgrieztas fazes HPLC kolonnu vismaz
2 stundas pirms testa veikSanas visa sistéma jalidzsvaro 30 °C ar 50 % fazi A (0,1 % (tilp.[tilp.) trifluoretikskabes
tideni) un ar 50 % fazi B (0,085 % (tilp./tilp.) trifluoretikskabes acetonitrila). HPLC analize javeic 10 mintes pie
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caurpliduma 0,35 ml/min un ar linedro gradientu 10 % lidz 25 % acetonitrila, kam seko strauj§ palielinajums lidz
90 % acetonitrila par§jo materidlu nonemsanai. Jainzekté vienads tilpums katras standartvielas, parauga un
kontroles. Kolonna 7 minites starp inZekcijam atkartoti jalidzsvaro. Ja tiek izmantota atskiriga apgrieztas fazes
HPLC kolonna, var bit nepiecieSams korigét ieprieks aprakstitos sistémas parametrus, lai nodrosinatu cisteina un
lizina peptidu pienacigu eluéSanu un integraciju, tostarp inZekcijas tilpumu, kas var atskirties atkariba no
izmantotas sistémas (parasti 3—10 pl diapazond). Ja izmanto alternativu HPLC sistému, ir svarigi pieradit tas
lidzvértibu iepriek§ aprakstitajai validétajai sistémai (piem., test&jot 2. papildindgjuma noraditas standartvielas).
Absorbciju monitoré pie 220 nm. Izmantojot fotodiozu matricas detektoru, jaregistré ari absorbcija pie 258 nm.
Japiebilst, ka daZreiz apstrade ar acetonitrilu var negativi ietekmét peptidu stabilitati, un, izmantojot jaunu
acetonitrila partiju, tas janoverté. 220 nm smailes laukuma un 258 nm smailes laukuma attiecibu var izmantot par
koelticijas raditaju. Attieciba uz katru paraugu attieciba diapazona no 90 % lidz 100 % no kontrolparaugu laukumu
attiecibas vidgjas vértibas (') batu labs indikators, ka koelacija nav notikusi.

Var bt tadas testéjamas kimikalijas, kuras varétu sekmeét cisteina peptida oksidéSanos. Dimerizéta cisteina peptida
smaili var monitorét vizuali. Ja ir novérojama dimerizacija, ta japiefiksg, jo ta var novest pie peptida procentuala
samazinajuma parveértésanas, ka rezultata var rasties pseidopozitivas prognozes un/vai kimikalija var tikt klasificéta
augstaka reagetspéjas klasé (sk. 29. un 30. punktu).

HPLC analizi cisteina un lizina peptidiem var veikt lidztekus (ja ir pieejamas divas HPLC sistémas) vai atseviskas
dienas. Ja analizi veic atseviskas dienas, visus testéjamas kimikalijas $kidumus katra no dienam abiem testiem
sagatavo no jauna. Analizé javeic laika uzskaite, lai nodrosinatu, ka pirma parauga inzektéSana sakas 22 lidz
26 stundas péc test€jamas kimikalijas sajaukSanas ar peptida $kidumu. Jaizveido HPLC testéSanas sekvence, lai
HPLC analizes laiks nesasniegtu 30 stundas. Validacijas pétjuma un 3aja testéSanas metodé aprakstitaja HPLC
sisttma viena HPLC izpildes reizé var ieklaut lidz pat 26 analizes paraugus (sk. ari 17. punktu). HPLC analizes
sekvences piemérs ir sniegts 3. papildinjuma.

DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Datu izvértésana

Cisteina vai lizina peptida koncentraciju nosaka fotometriski pie 220 nm katra parauga, izmérot attiecigo smailes
laukumu (laukumu zem Iiknes, AUC) un aprékinot peptida koncentraciju, izmantojot linearas kalibracijas Iikni, kas
ieglita no standartvielam.

Peptida procentualo samazindgjumu katra parauga nosaka, izmérot smailes laukumu un to izdalot ar attiecigo
referenckontrolu C vidéjo smailes laukumu (sk. 3. papildinajumu) saskana ar turpmak noradito formulu.

Peptid k i licate injecti
Percent peptide depletion = [1 - < PR peak AT rp s et )] 100

Mean peptide peak area in reference controls C

Pienemsanas kriteriji
Lai testa izpildi varétu uzskatit par derigu, tai jaatbilst $adiem kriterijiem:

a) standarta kalibracijas Iiknei jabit r2>0,99;

(") Ar“vidgjo vértibu” visa dokumenta apzime vidgjo aritmétisko.
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b) attieciba uz pozitivas kontroles kanélskabes aldehidu tris replikatu peptidu procentuala samazinajuma vidgjai
vértibai jabt 60,8 %-100 % robeZas cisteina peptidam un 40,2 %-69,0 % robezas lizina peptidam, un
pozitivas kontroles replikatu maksimalajai standartnovirzei (SN) jabat <14,9 % cisteina procentualajam samazi-
najumam un <11,6 % lizina procentualajam samazinajumam; un

c) referenckontrolu A peptida vidgjai koncentracijai jabat 0,50+0,05 mM un devinu referenckontrolu B un C
peptidu smailu smailes laukumu variacijas koeficientam (VK) acetonitrila jabat <15,0 %.

Ja viens vai vairaki no Siem kritérijiem nav izpilditi, tests jaatkarto.

Lai attieciba uz test§jamo kimikaliju iegiitos rezultatus varétu uzskatit par derigiem, tiem jaatbilst $adiem
kriterijiem:

a) test€jamas kimikalijas replikatu maksimalajai standartnovirzei jabat <14,9 % cisteina procentualajam samazi-
najumam un <11,6 % lizina procentualajam samazinajumam;

b) tris referenckontrolu C vid&jai peptidu koncentracijai atbilstosaja skidinataja jabat 0,50+0,05 mM. Ja Sie kritériji
nav izpilditi, dati jaatzist par nederigiem un konkrétas testgjamas kimikalijas tests jaatkarto.

Prognozes modelis

Aprékina katras testéjamas kimikalijas cisteina un lizina vidéo procentudlo samazinajumu. Vidéas vértibas
aprékinos negativu samazinajumu uzskata par “0”. Izmantojot 1. tabula noradito cisteina 1:10 | lizina 1:50
prognozes modeli, adas sensibilizatoru noskirsana no adas nesensibilizatoriem saskana ar IATA jaizmanto vidgja
peptidu samazinajuma sliek$nveértiba 6,38 %. Prognozes modela piclietosana testgjamas kimikalijas klasificeSanai
reagétspéjas klasé (t. i, zema, vid&a vai augsta reagétspgja), iesp€jams, varétu izradities noderiga potences
novértésanai saskana ar IATA.

1. tabula

Cisteina 1:10 [ lizina 1:50 prognozes modelis (?)

Cisteina un lizina vid€jais samazinajums (%) Reagétspéjas klase DPRA prognoze ()

0 % < vidgais procentualais samazindjums < 6,38 % | Nekada vai minimala reagét- | Negativa
spé€ja

6,38 % < vidgs procentualais samazindjums < | Zema reagétspéja Pozitiva
22,62 %

22,62 % < vidgais procentudlais samazindjums < | Vidgja reagétspéja
42,47 %

42,47 % < vidgjais procentualais samazinajums < | Augsta reagétspéja
100 %

(1) Sie skaitli norada uz statistiski generétam sliekinvértibam un nav saistiti ar mérijuma precizitati.
() DPRA prognoze jaskata IATA konteksta un atbilstigi 9. un 12. punkta noteikumiem.
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Ir iesp&jami gadijumi, kad test€jama kimikalija (viela vai viens vai vairaki daudzkomponentu vielas vai maisijuma
komponenti) pie 220 nm uzrada ievérojamu absorbciju un ir ar tadu paSu aizturlaiku ka peptids (koeliicija).
Koeliiciju iespéjams novérst, nedaudz pielagojot HPLC sistému noliika vairak atdalit testéjamas kimikalijas un
peptida eluéanas laiku. Ja, censoties novérst koeliiciju, izmanto alternativu HPLC sistému, japierada tas lidzvértiba
validétajai sistémai (piem., test&jot 2. papildinajuma noraditas standartvielas). Ja rodas koeliicija, peptida smaili
nevar integrét un nav iesp&ams aprékinat peptida procentudlo samazinajumu. Ja 3adas test§jamas kimikalija
koeliicija rodas gan ar cisteina, gan ar lizina peptidiem, analizes rezultats janorada ka “neskaidrs”. Gadijumos, kad
koeliicija rodas tikai ar lizina peptidu, var izmantot 2. tabula noradito cisteina 1:10 prognozes modeli.

2. tabula

Cisteina 1:10 prognozes modelis (1)

Cisteina (Cys) samazinajums (%) Reagétspéjas klase DPRA prognoze (?)

0 % < Cys procentualais samazinajums < 13,89 % Nekada vai minimala reagét- | Negativa
spéja

13,89 % < Cys procentualais samazinajums < | Zema reagétspéja Pozitiva
23,09 %
23,09 % < Cys procentualais samazinajums < | Vidgja reagétspéja

98,24 %

98,24 % < Cys procentualais samazinajums < 100 % | Augsta reagétspéja

(1) Sie skaitli norada uz statistiski generétam sliekinvértibam un nav saistiti ar mérijuma precizitati.
() DPRA prognoze jaskata IATA konteksta un atbilstigi 9. un 12. punkta noteikumiem.

Var bt citi gadjjumi, kad testéjamas kimikalijas un kada no peptidiem aizturlaika parklasanas ir nepietickama.
Tados gadjjumos peptida procentuadla samazinajuma vértibas var aplést un izmantot cisteina 1:10 | lizina 1:50
prognozes modeli, tacu testéjamo kimikaliju nevar precizi klasificét reagétspéjas klasé.

Ja rezultats ir neparprotams, testéjamai kimikalijai vajadzétu pietikt ar vienu HPLC analizi attieciba gan uz cisteina,
gan lizina peptidu. Tomér gadijumos, kad rezultati ir tuvu sliek$nvertibai, ko izmanto, lai izskirtu starp pozitiviem
un negativiem rezultatiem (t. i., rezultati ir neskaidri), var bat nepieciesams veikt papildu testéSanu. Ja situacijas,
kad vidgjais procentualais samazinajums cisteina 1:10 [ lizina 1:50 prognozes modeli ir 3 % lidz 10 % diapazona
vai cisteina procentualais samazinajums cisteina 1:10 prognozes modeli ir 9 % lidz 17 % diapazona, jaapsver testa
izpildidana otru reizi, ka ari treSo reizi, ja pirmajas divas reizés iegiti nesakritigi rezultati.

Testésanas parskats

TestéSanas parskata jaieklauj talak noradita informacija.

Testejama kimikalija

— Vienkomponenta viela:

— kimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-i), SMILES vai InChI kods,
struktiirformula un/vai citi identifikacijas dati,
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— fiziskais izskats, $kidiba @ideni, molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas, ciktal §i informacija
ir pieejama,

— tiriba, attieciga gadijjuma, ja tas ir praktiski iespéjams, piemaisijumu kimiska identitate u. c.,
— apstrade pirms testéSanas, ja tada veikta (piem., sildiana, smalcinasana),
— testéta(-s) koncentracija(-s),
— uzglabasanas nosacijumi un stabilitate, ciktal §T informacija ir pieejama.
— Daudzkomponentu vielas, UVCB un maisijumi:

— ciktal iespjams, raksturoti ar, piem., sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks), tiribu, kvantitativo saturu
un relevantajam fizikalkimiskajam ipasibam.

— fiziskais izskats, $kidiba Gideni un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas, ciktal §i informacija ir pieejama,

— molekulmasa vai Skietama molekulmasa maisjjumiem/polimériem ar zindmu sastavu vai cita pétjjuma
norisei relevanta informacija,

— apstrade pirms testéSanas, ja tada veikta (piem., sildiana, smalcinasana),
— testéta(-s) koncentracija(-s),
— uzglabasanas nosacijumi un stabilitate, ciktal §T informacija ir pieejama.
Kontroles
— Pozitiva kontrole:

— kimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-i), SMILES vai InChI kods,
strukt@rformula un/vai citi identifikacijas dati,

— fiziskais izskats, $kidiba @ideni, molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas, ciktal §i informacija
ir pieejama,

— tiriba, attieciga gadijuma, ja tas ir praktiski iespéjams, piemaisijumu kimiska identitate u. c.,
— apstrade pirms testéSanas, ja tada veikta (piem., sildiana, smalcinasana),

— testéta(-s) koncentracija(-s),

— uzglabasanas nosacijumi un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama,

— norade uz vésturiskajiem pozitivo kontrolu rezultatiem, kas apliecina atbilstibu testa izpildes pienemamibas
kriterijiem (attieciga gadjjuma).

— Skidinatajs/neséjs:
— izmantotais $kidinatajs/neséjs un ta sastavdalu attieciba (attieciga gadjjuma),

— kimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums(-)), CAS numurs(-i) un/vai citi identifikacijas
dati,

— tiriba, attieciga gadijuma, ja tas ir praktiski iesp&jams, piemaisijumu kimiska identitate u. c.,

— ja tiek izmantoti citi, testeSanas metodé neminéti $kidinataji/neséji — fiziskais izskats, molekulmasa un citas
relevantas fizikalkimiskas ipasibas, ciktal §1 informacija ir pieejama,

— uzglabasanas nosacijumi un stabilitate, ciktal $1 informacija ir pieejama,
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— katrai testjamai kimikalijai izraudzita $kidinataja pamatojums,
— acetonitrilam — rezultati testam par ietekmi uz peptidu stabilitati.
Peptidu, pozitivas kontroles un testéjamas kimikalijas sagatavosana:

— peptidu $kidumu raksturojums (piegadatajs, sérijas numurs, precizs peptida svars, izejSkidumam pievienotais
tilpums),

— pozitivas kontroles skiduma raksturojums (precizs pozitivas kontroles vielas svars, testa $kidumam pievienotais
tilpums),

— test&jamas kimikalijas $kidumu raksturojums (precizs testéjamas kimikalijas svars, testa $kidumam pievienotais
tilpums).

HPLC instrumenta iestatijumi un analize
— HPLC instrumenta, HPLC un aizsargkolonnu, detektora, autosamplera tips,
— HPLC analizei relevantie parametri, piem., kolonnu temperatiira, inZekcijas tilpumi, caurplidums un gradients.
Sistemas piemerotiba:
— katra standartvielas un referenckontroles A replikata peptida smailes laukums pie 220 nm,
— grafiski attélota lineara kalibracijas likne un noradits r2,
— katra referenckontroles A replikata peptidu koncentracija,
— vidéja peptidu koncentracija (mM) tris referenckontrolés A, standartnovirze (SN) un variacijas koeficients (VK),
— peptida koncentracija referenckontrolés A un C.
Analizes sekvence
— Referenckontrolém:
— peptida smailes laukums pie 220 nm katram B un C replikatam,

— peptida vidéjais smailes laukums pie 220 nm devinam referenckontrolém B un C acetonitrila, SN un VK
(attieciba uz referenckontrolu stabilitati analizes laika),

— katram izmantotajam $kidinatajam — peptida vid&jais smailes laukums pie 220 nm trim atbilstosajam
referenckontrolem C (peptida procentuala samazinajuma aprékinasanai),

— katram izmantotajam $kidinatajam — peptida koncentracija (mM) trim atbilsto$ajam referenckontrolém C,

trolém C, SN un VK,
— Pozitivajam kontrolem:
— peptida smailes laukums pie 220 nm katram replikatam,
— peptida procentualais samazinajums katram replikatam,
— tris replikatu peptida vidéjais procentualais samazinajums, SN un VK.
— Katrai testéjamai kimikalijai:

— nogulinu, ja tadas novérojamas, izskats reakcijas maisijuma inkubacijas perioda beigas; vai nogulsnes tika
atkartoti skidinatas vai centrifugétas,
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— koeliicijas esiba,
— jebkadu citu relevantu novérojumu apraksts (attieciga gadjjuma),
— peptida smailes laukums pie 220 nm katram replikatam,
— peptida procentualais samazinajums katram replikatam,
— peptida vidéjais procentualais samazinajums tris replikatiem, SN un VK,
— cisteina procentuala un lizina procentuala samazinajuma vidéjas vértibas,
— izmantotais prognozes modelis un DPRA prognoze.
Kompetences testesana

— Attieciga gadijuma procediira, kas izmantota, lai pieraditu laboratorijas kompetenci §is testéSanas metodes
izpilde (piem., standartvielu testéSana) vai pieraditu testéSanas metodes rezultatu reproducgjamibu laika
griezuma.

Rezultatu iztirzajums
— ar DPRA testéSanas metodi iegiito rezultatu iztirzajums,
— ar testéSanas metodi iegiito rezultatu iztirzajums IATA kontekstd, ja pieejama cita relevanta informacija.
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1. papildinajums

DEFINICIJAS

Pareiziba: pakape, kada ar testéSanas metodi iegiito mérfjumu rezultati sakrit ar pienemtajam atsauces vértibam.
Tas ir testéSanas metodes veiktspgjas raksturlielums un viens no tas “relevantuma” aspektiem. So terminu bieZi
izmanto ar nozimi “konkordantums”, ar to domajot testéSanas metodes pareizo rezultatu Ipatsvaru (21).

AOP (nelabveliga iznakuma cel$): no mérkkimikalijas vai lidzigu kimikaliju grupas kimiskas struktiiras izrietosa
notikumu sekvence no molekulara iniciacijas notikuma lidz interes¢joSajam in vivo rezultatam (2).

Kalibresanas likne: sakariba starp zinamas vielas eksperimenta noteikto atbildreakcijas vértibu un analitisko
koncentraciju (saukta ari par standartlikni).

Kimikalija: viela vai maisjjums.

Variacijas koeficients: mainibas mérs, ko aprékina replikatu datu grupai, standartnovirzi izdalot ar vidgjo vértibu.
Lai to izteiktu procentos, to reizina ar 100.

Bistamiba: ipasiba, kas raksturo tadu agentu vai situaciju, kurai piemit potencials atstat nelabvéligu ietekmi uz $im
agentam eksponétu organismu, sistému vai (apaks)populaciju.

IATA (integréta testéSanas un novértéSanas pieeja): strukturéta pieeja, ko izmanto kimikalijas vai kimikaliju
grupas bistamibas identificéSanai (potencials), bistamibas raksturoSanai (potence) unjvai dro$uma novértéSanai
(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.

Molekularais iniciacijas notikums: kimikalijas inducéta biologiskas sistémas perturbacija molekulara limeni, kas
identificéta ka nelabveéliga iznakuma cela sakumnotikums.

Maisfjums: maisijums vai $kidums, kas sastav no divam vai vairak vielam, kuras taja savstarp&ji nereagé (1).

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

Daudzkomponentu viela: viela, definéta ar tas kvantitativo sastavu, kurd vairdk nekd viena no galvenajam
sastavdalam ir koncentracija > 10 % (masas) un < 80 % (masas). Daudzkomponentu vielas tiek sarazotas. Atskiriba
starp maisijumu un daudzkomponentu vielu ir tada, ka maisjumu iegist, divas vai vairakas vielas sajaucot bez
kimiskas reakcijas. Daudzkomponentu vielas rodas kimiskas reakcijas.

Pozitiva kontrole: replikats, kura ir visi testa sistémas komponenti un kurs apstradats ar vielu, par ko ir zinams,
ka ta izraisa pozitivu atbildreakciju. Lai blitu iesp&ja novertét pozitivas kontroles atbildreakcijas mainibu laika,
pozitivas atbildreakcijas intensitate nedrikstétu biit parlieku liela.

Referenckontrole: neapstradats paraugs, kura ir visi testa sistémas komponenti, tostarp $kidinatajs vai neséjs, ko

>

izmanto ar testgjamo kimikaliju apstradatajos paraugos un citos kontrolparaugos, un kuru izmanto, lai noteiktu
kimikaliju. Ja testa izmanto ari paralélu negativo kontroli, $is paraugs parada ari to, vai $kidinatajs vai nesgjs
mijiedarbojas ar testa sistému.

Relevantums: parametrs, kas raksturo testa attiecinamibu uz intereséjoSo ietekmi un to, vai testu lietot konkrétam
nolikam ir jégpilni un noderigi. Pakape, kada ar testu var pareizi izmérit vai prognozét interesgjoSo biologisko
ietekmi. Relevantums ietver ari testéSanas metodes pareizibas (konkordantuma) aspektu (21).
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Ticamiba: parametrs, kas izsaka, kada pakapé taja pasa vai cita laboratorija ilgaka laika, izmantojot to pasu
protokolu, var iegiit reproducgjamus rezultatus. To noverté, aprékinot metodes reproducéjamibu dazadas labora-
torijas un atkartojamibu taja pasa laboratorija (21).

Reproducéjamiba: tadu rezultatu savstarpéja atbilstiba, kas iegfiti, ar vienu un to pasu testa protokolu testéjot
vienu to pasu kimikaliju (sk. “Ticamiba”) (21).

Jutiba: tas, cik liela dala no visam pozitivajam/aktivajam kimikalijam ar testéSanas metodi tiek klasificétas pareizi.
Tas ir tadas testéSanas metodes pareizibas meérs, ar kuru iegiist kategorialus rezultatus, un svarigs faktors testéSanas
metodes relevantuma izvertésana (21).

Specifiskums: tas, cik liela dala no visam negativajam/neaktivajam kimikalijam ar testéSanas metodi tiek
klasificétas pareizi. Tas ir tadas test€Sanas metodes pareizibas mérs, ar kuru iegiist kategoridlus rezultatus, un
svarigs faktors testé$anas metodes relevantuma izvértésana (21).

Viela: dabiski radusies vai razosanas procesa iegiiti kimiskie elementi un to savienojumi, ieskaitot produkta stabili-

zacijai vajadzigas piedevas, ka arl izmantotajos procesos raduSos piejaukumus, bet iznemot $kidinatajus, kurus var
atdalit, neietekmeéjot vielas stabilitati un neizmainot tas sastavu (1).

Sistémas piemeérotiba: instrumenta veiktspéjas (piem., jutibas) noteikSana, analiz&jot references standartvielu
pirms analitiskas partijas izmanto$anas (22).

Test&jama kimikalija: terminu “testé§jama kimikalija” izmanto, lai apzimétu to, kas tiek testéts.

Apvienoto Naciju Organizacijas Kimikaliju klasificeSanas un markeSanas globali harmonizéta sistéma
(ANO GHS): sistéma, kura kimikalijas (vielas un maisijumus) klasificé péc standartizétiem fizisko apdraud&umu,
veselibas apdraudéjumu un vidisko apdraudgjumu tipiem un limepiem un kura paredz atbilstosus sazinas
elementus, piem., piktogrammas, signalvardus, bistamibas apziméjumus, drosibas prasibu apzimé&umus un drosibas
datu lapas, ar mérki sniegt informaciju par kimikaliju nelabvéligo ietekmi, lai aizsargatu cilvékus (tostarp darba
devéjus, darba néméjus, transporta darbiniekus, patérétajus un avarijas dienestu darbiniekus) un vidi (1).

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

Deriga testéSanas metode: testéSanas metode, kas tiek uzskatita par pietiekami relevantu un ticamu konkrétam
noliikam un kas ir balstita uz zinatniskiem principiem. TestéSanas metode nekad nav deriga absoliita izteiksmé; ta
vienmér ir deriga tikai kadam konkrétam nolikam (21).
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2. papildinajums

STANDARTVIELAS

In chemico adas sensibilizacija: tieSais peptidreagétspéjas tests

Pirms $is testéSanas metodes regularas izmantosanas laboratorijam japierada sava tehniska kompetence, pareizi
nosakot gaidamo DPRA prognozi 1. tabula ieteiktajam 10 standartvielam un iegistot cisteina un lizina
samazinajuma veértibas, kuras ietilpst attiecigaja references diapazona attieciba uz 8 no 10 standartvielam katram
peptidam. Sis standartvielas ir atlasitas ta, lai tas reprezentétu visu adas sensibilizacijas apdraud&umu izraisito
atbildreakciju diapazonu. Citi atlases kritériji bija vielu pieejamiba tirgt, kvalitativu in vivo atsauces datu pieejamiba
un kvalitativu ar DPRA metodi iegitu in vitro datu pieejamiba un to izmantotiba EURL ECVAM koordinéta
validacijas pétijuma, lai pieraditu $is testéSanas metodes sekmigu istenosanu laboratorijas, kuras piedalas pétijuma.

1. tabula

Standartvielas, kuras ieteicams izmantot, lai pieraditu tehnisko kompetenci izmantot tieSo peptidreagéet-
spéjas testu

Cisteina peptida | Lizina peptida
Standartviclas CAS Nr. Fi%ikéla.is In vivo prog- DPRA prog- proce'ngl}élé procgnt_gili
stavoklis noze () noze (%) samazinajuma samazinajuma
diapazons (%) diapazons (%)

2,4-dinitrohlor- 97-00-7 Ciets Sensibilizators Pozitivs 90-100 15-45

benzols (loti spécigs)

Oksazolons 15646-46-5 Ciets Sensibilizators Pozitivs 60-80 10-55
(loti spécigs)

Formaldehids 50-00-0 Skidrs Sensibilizators Pozitivs 30-60 0-24
(specigs)

Benzilidénacetons 122-57-6 Ciets Sensibilizators Pozitivs 80-100 0-7
(vidgjs)

Farnezals 19317-11-4 Skidrs Sensibilizators Pozitivs 15-55 0-25
(vaj9)

2,3-Butandions 431-03-8 Skidrs Sensibilizators Pozitivs 60-100 10-45
(vajs)

1-Butanols 71-36-3 Skidrs Nav sensibili- Negativs 0-7 0-5,5

zators
6-Metilkumarins 92-48-8 Ciets Nav sensibili- Negativs 0-7 0-5,5
zators
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Cisteina peptida | Lizina peptida
Standartvielas CAS Nr. Fi%ikéla.is In vivo prog- DPRA prog- proce.nEL.lélé proce.nt_l.lélé
stavoklis noze (1) noze (%) samazindjuma samazindjuma
diapazons (%) diapazons ()
Pienskabe 50-21-5 Skidrs Nav sensibili- Negativs 0-7 0-5,5
zators
4-Metoksiacetofe- 100-06-1 Ciets Nav sensibili- Negativs 0-7 0-5,5

nons

zators

(") In vivo bistamibas (un potences) prognozes ir balstitas uz LLNA datiem (19). In vivo potence ir noteikta, izmantojot ECETOC
ierosinatos kritérijus (23).

—~—
==

DPRA prognoze jaskata JATA konteksta un atbilstigi 9. un 11. punkta noteikumiem.
Diapazoni noteikti, pamatojoties uz vismaz 10 samazinajumu veértibam, kas iegiitas 6 neatkarigas laboratorijas.




L 112/148 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 28.4.2017.

3. papildinajums

ANALIZES SEKVENCES PIEMERI

Kalibracijas standarti un referenckontroles STD1

STD2

STD3

STD4

STD5

STD6

Atskaidisanas buferskidums
Referenckontrole A, replikats 1
Referenckontrole A, replikats 2
Referenckontrole A, replikats 3

Koeliicijas kontroles Koelcijas kontrole 1 testéjamai kimikalijai 1
Koelacijas kontrole 2 testéjamai kimikalijai 2

Standartvielu kontroles Referenckontrole B, replikats 1
Referenckontrole B, replikats 2
Referenckontrole B, replikats 3

Pirmais replikatu kopums Referenckontrole C, replikats 1
Kanélskabes aldehids, replikats 1
Paraugs 1, replikats 1

Paraugs 2, replikats 1

Otrais replikatu kopums Referenckontrole C, replikats 2
Kané]skabes aldehids, replikats 2
Paraugs 1, replikats 2

Paraugs 2, replikats 2

Tresais replikatu kopums Referenckontrole C, replikats 3
Kanglskabes aldehids, replikats 3
Paraugs 1, replikats 3

Paraugs 2, replikats 3

Referenckontroles Referenckontrole B, replikats 4
Referenckontrole B, replikats 5
Referenckontrole B, replikats 6

Analizes sekvencé jaieklauj tris referenckontrolu kopumi (t. i., paraugi, kuru sastava ir vienigi pienacigaja skidinataja izskidinats
peptids):

Referenckontroli A izmanto, lai verificétu HPLC sistémas piemérotibu.

Referenckontroli B ieklauj analizes sakuma un beigas, lai verificétu referenckontrolu stabilitati analizes veiksanas laika.
Referenckontroli C analizes sekvencé ieklauj tapéc, lai apstiprinatu, ka testa kimikalijas atskaidiSanai izmantotais $kidinatajs neie-
tekmé peptidu procentualo samazinajumu.
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B.60. In vitro adas sensibilizacija: ARE-Nrf2 luciferazes testéSanas metode

IEVADS

Si testéSanas metode (TM) ir ekvivalenta ESAO testéSanas vadlinijai (TG) Nr. 442D (2015). Adas sensibilizators ir
viela, kas, nonakot saskaré ar adu, izraisa alergisku atbildreakciju, atbilstosi definicijai, kas dota Apvienoto Naciju
Organizacijas (ANO) Kimikaliju klasificéSanas un markésanas globali harmonizétaja sistéma (GHS) (1) un Regula
(EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisjumu klasificésanu, markésanu un iepakosanu (CLP regula) (!). ST testéSanas
metode piedava in vitro procediiru (ARE-Nrf2 luciferazes analizi), kas izmantojama, lai saskana ar ANO GHS (1) un
CLP regulu adas sensibilizatorus noskirtu no adas nesensibilizatoriem.

Pastav vispargja vienpratiba par galvenajiem biologiskajiem notikumiem, kas ir adas sensibilizacijas pamata. Eso3as
zinasanas par kimiskajiem un biologiskajiem mehanismiem, kas saistiti ar adas sensibilizaciju, ir apkopotas,
izveidojot nelabveliga iznakuma celu (Adverse Outcome Pathway, AOP) (2) — no molekulara iniciacijas notikuma un
starpposma notikumiem lidz nelabvéligajai ietekmei uz veselibu, proti, alergiskam kontaktdermatitam cilvékos vai
kontakthipersensibilizacijai grauzéjos (2) (3). Molekularais iniciacijas notikums ir elektrofilu vielu kovalenta
saistiSanas ar nukleofilajiem centriem adas proteinos. Otrais biitiskais notikums $aja AOP notiek keratinocitos un
ietver iekaisuma atbildreakcijas, ka ari génu ekspresiju, kas saistita ar konkrétiem $iinu signalceliem, piem., no
antioksidanta/elektrofila atbildreakcijas elementa (ARE) atkarigiem celiem. TreSais batiskais notikums ir dendritisko
$tunu aktivacija, ko parasti novérté péc ekspresétajiem specifiskajiem $tnu virsmas markieriem, hemokiniem un
citokiniem. Ceturtais batiskais notikums ir T $Gnu savairo$anas, ko pelu limfmezglu lokalas stimulacijas testa
noverté netiesi (4).

Lidz $im adas sensibilizacijas novérté$anai parasti izmantoti laboratorijas dzivnieki. Ar klasiskam metodém, kuras
izmanto jarasclicinas, — Magnusona-Kligmana maksimizacijas testu jirasccinam [Maghusson Kligman Guinea Pig
Maximisation Test, GMPT] un Bilera [Buehler] testu (TM B.6 (5)) — tiek pétita gan adas sensibilizacijas indukcijas
faze, gan tas izpausmes faze. Atzinigi novértéts ir ari tests ar pelém, proti, limfmezglu lokalas stimulacijas tests
[Local Lymph Node Assay, LLNA] (TM B.42 (4)) un abas §is metodes modifikacijas, kurdas nav radioaktivo
komponentu, proti, LLNA: DA (TM B.50 (6)) un LLNA:BrdU-ELISA (TM B.51 (7)), kuras visas novérté vienigi
indukcijas reakciju, jo visas $is metodes dzivnieku labturibas un objektiva adas sensibilizacijas indukcijas fazes
mérijuma zina ir parakas par testéanas metodém ar jlrasciicinam.

Pédéja laika mehanistiskas in chemico un in vitro testéanas metodes tiek uzskatitas par zinatniski derigam metodém
kimikaliju radito adas sensibilizacijas apdraudéumu izvértéSanai. Tomer, lai biatu iesp&ams pilnigi aizstat
pasreizgjos testus ar dzivniekiem, integrétas testéSanas un novértéSanas pieejas (Integrated Approaches to Testing and
Assessment, IATA) jakombiné vairakas metodes (in silico, in chemico, in vitro), kuras dzivniekus neizmanto, nemot
veéra, ka katrai pasreiz pieejamajai bezdzivnieku metodei ir ierobeZzots mehanistiskais AOP tvérums (2) (3).

Si testésanas metode (ARE-Nrf2 luciferazes tests) ieteicama 2. punkta minéta otra biitiska notikuma izskatisanai. Ir
zinots, ka adas sensibilizatori inducé génus, kurus regulé antioksidanta atbildreakcijas elements (ARE) (8) (9). Tadas
nelielas elektrofilas vielas ka adas sensibilizatori var iedarboties uz sensoro proteinu Keapl (Kelch tipa ar ECH
asocietais proteins 1), pieméram, kovalenti modificgjot ta cisteina atliekas, ka rezultata tas disocigjas no
transkripcijas faktora Nrf2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2). Péc tam disociétais Nrf2 var aktivizét no ARE
atkarigos génus, pieméram, tadus, kuri kode II fazes detoksificgjosus fermentus (8) (10) (11).

Patlaban vienigais in vitro ARE-Nrf2 luciferazes tests, ko aptver i testéSanas metode, ir KeratinoSens™ tests, par kuru
ir pabeigti validacijas pétjumi (9) (12) (13), kam sekoja neatkariga profesionalvértésana, kuru veica Eiropas
Savienibas references laboratorija dzivnieku testéSanai alternativu metozu joma (EURL ECVAM) (14). KeratinoSens™
tests tika uzskatits par zinatniski derigu izmantoSanai IATA ietvaros noliika noskirt adas sensibilizatorus no adas
nesensibilizatoriem ar mérki klasificet un markét apdraud&umu (14). Laboratorijas, kuras vélas izmantot $o
testéSanas metodi, var iegiit KeratinoSens™ testa izmantoto rekombinanto $Gnu liniju, noslédzot licences ligumu ar
§is testéSanas metodes izstradataju (15).

() Eiropas Parlamenta un Padomes 2008. gada 16. decembra Regula (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisjjumu klasificé8anu, markésanu
un iepako$anu un ar ko groza un atce] Direktivas 67/548EEK un 1999/45/EK un groza Regulu (EK) Nr. 1907/2006 (OV L 353,
31.12.2008., 1. Ipp.).
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Definicijas ir sniegtas 1. papildinajuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI, PIEMEROJAMIBA UN IEROBEZOJUMI

Ta ka Keap1-Nrf2-ARE cela aktivacija apskata vienigi otro biitisko adas sensibilizacijas AOP notikumu, uz 33 cela
aktivaciju balstitu testéSanas metozu sniegtd informacija, visticamak, viena pati nebiis pietickama, lai izdaritu
secin@gjumu par kimikaliju radito adas sensibilizacijas potencialu. Tade] ar So testéSanas metodi iegiitie dati jaskata
integrétas pieejas, piem., IATA, satvard un jaapvieno ar citu papildinformaciju, piem., tadu, kas iegiita in vitro testos,
kuros apskatiti citi batiski adas sensibilizacijas AOP notikumi, ka arT ar metodém, kuras neietver testéSanu un kuras
péc analogijas principa (“apliikot lidzigu”) tiek izmantota informacija par kimiskajiem analogiem. Pieméri ARE-Nrf2
luciferazes testéSanas metodes izmantosanai kopa ar citu informaciju ir sniegti literatiira (13) (16) (17) (18) (19).

So testéSanas metodi var izmantot tam, lai saskana ar IATA biitu vieglak adas sensibilizatorus (t. i., ANO GHS/CLP
1. kategorija) noskirt no adas nesensibilizatoriem. So testéSanas metodi nevar izmantot vienu pasu ne adas sensibili-
zatoru klasificéSanai apakskategorijas 1.A un 1.B saskana ar ANO GHS/CLP, ne potences prognozésanai dro§uma
novért§juma lémumiem. Tomér atkariba no tiesiska reguléjuma pozitivu rezultatu var vienu paSu izmantot
kimikalijas klasificeSanai ANO GHS/CLP 1. kategorija.

Pamatojoties uz validacijas pétijuma datu kopu un ieksgjo testéSanu testéSanas metodes neatkarigajai profesionaliz-
vertéSanai, ir pieradits, ka KeratinoSens™ tests ir izmantojams laboratorijas, kuram ir pieredze darba ar $finu
kulttiru. Prognozu reproducéjamibas limenis, kas sagaidams no §is testéSanas metodes, ir aptuveni 85 % gan taja
pasa laboratorija, gan citas laboratorijas (14). KeratinoSens™ testa pareiziba (77 % — 155/201), jutiba (78 % —
71/91) un specifiskums (76 % — 84/110) adas sensibilizatoru (t. i, ANO GHS/CLP 1. kat.) noskir§ana no adas
nesensibilizatoriem salidzinajuma ar LNNA rezultatiem, tika aprékinati, nemot véra visus EURL ECVAM datus, kas
tika iesniegti testéSanas metodes izvértésanai un profesionalizvértésanai (14). Sie skaitli ir lidzigi tiem, kas nesen
publicéti, pamatojoties uz aptuveni 145 vielu iek$gjo test€Sanu (77 % pareiziba, 79 % jutiba, 72 % specifiskums)
(13). Visticamak, KeratinoSens™ testd parak zemu tiks novértétas tas kimikalijas, kuram novérojama zema lidz
vidéja adas sensibilizacijas potence (t. i, ANO GHS/CLP 1.B apakskategorija), nevis tas kimikalijas, kuram
novérojama augsta adas sensibilizacijas potence (t. i, ANO GHS/CLP 1.A apakskategorija) (13) (14). Visa §1
informacija kopa norada uz to, ka KeratinoSens™ tests var palidzét identificét adas sensibilizacijas apdraudéumus.
Tomér pareizibas vertibas, kas 3eit sniegtas attieciba uz KeratinoSens™ testu ka atsevisku testé$anas metodi, ir tikai
orientgjosas, jo $I test€Sanas metode jaskata kombinacija ar citiem informacijas avotiem saskana ar IATA un
atbilstigi 9. punkta noteikumiem. Turklat, izvértgjot adas sensibilizacijas novértésanas metodes, kuras neizmanto
dzivniekus, janem veéra, ka LLNA tests, ka ari citi testi ar dzivniekiem var nepilnigi atspogulot situaciju intereséjosaja
sugd, t. i, cilvékos.

Terminu “test&jama kimikalija” 3aja testéSanas metodé izmanto, lai apzimétu to, kas tiek testéts, un tas nav saistits
ar ARE-Nrf2 luciferazes testéSanas metodes pielietojamibu vielu un/vai maisijumu testéSana. Pamatojoties uz
patlaban pieejamajiem datiem, ir pieradits, ka KeratinoSens™ testu var izmantot testgjamam kimikalijam, kas aptver
dazadas organiskas funkcionalas grupas, atbildreakciju mehanismus, adas sensibilizacijas potenci (ka noteikts in vivo
pétijumos) un fizikalkimiskas ipasibas (9) (12) (13) (14). Galvenokart tika testétas vienkomponenta vielas, kaut ari
ir pieejams neliels daudzums datu ari par maisjjumu testéSanu (20). Tomér §i testéSanas metode ir tehniski
piemérojama daudzkomponentu vielu un maisjjumu testéSanai. Tomér pirms §is testéSanas metodes izmanto3anas
maisjumam, lai iegtu datus kadam normativajam mérkim, jaapsver, vai un kadé] ta varétu sniegt minétajam
mérkim piemérotus rezultatus. Ja pastdv normativa prasiba maisjjumu testét, tada apsvérSana nav vajadziga.
Turklat, testéjot daudzkomponentu vielas vai maisjjumus, jaapsver iesp&jama ietekme, ko citotoksiskie komponenti
varétu atstdt uz novérotajam atbildreakcijam. ST testéSanas metode ir izmantojama testéjamajam kimikalijam, kuras
skist vai stabili disperg€jas (t. i, koloids vai suspensija, kura test§jama kimikalija nenoséZas vai neatdalas no
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skidinataja dazadas fazés) adeni vai DMSO (tostarp visi testéjamas kimikalijas komponenti, ja testéSana notiek ar
daudzkomponentu vielu vai maisijumu). Testgjamas kimikalijas, kuras pie augstakas nepiecieS$amas galigas koncen-
tracijas 2 000 pM (sk. 22. punktu) Siem nosacfjumiem neatbilst, joprojam ir iesp&jams testét pie zemakam koncen-
tracijam. Tada gadijuma rezultatus, kuri atbilst 39. punkta aprakstitajiem pozitivuma kritérijiem, joprojam varétu
izmantot, lai test§jamo kimikaliju identificétu ka adas sensibilizatoru, turpreti negativs rezultats, kas iegiits pie
koncentracijas < 1 000 uM, jauzskata par neskaidru (sk. prognozes modeli 39. punkta). Kopuma vielas, kuru LogP
neparsniedz 5, ir veiksmigi testétas, turpreti stipri hidrofobas vielas, kuru LogP parsniedz 7, atrodas arpus
testéSanas metodes zinamas izmantojamibas (14). Par vielam, kuru LogP atrodas 5-7 robezas, ir pieejama vienigi
ierobeZzota informacija.

Negativi rezultati jainterpreté piesardzigi, jo vielas, kas reagé tikai ar lizina atliekam, ar o testéSanas metodi var
detektet ka negativas. Turklat izmantotas $tinu linijas ierobeZotas metaboliskas kapacitates (21) un eksperimentalo
apstaklu dé] negativus rezultatus var iegiit arl ar prohapténiem (t. i., kimikalijam, kuram nepiecieSama fermentativa
aktivacija, piem., ar P450 fermentiem) un prehapténiem (t. i., kimikalijam, kuras aktivizé ar autooksidésanos), jo
ipasi tad, ja oksidacija norit 1éni. No otras puses, testéjamas kimikalijas, kuras neiedarbojas ka sensibilizators, bet tik
un ta ir kimiski stresori, var radit pseidopozitivus rezultatus (14). Turklat ne vienmér ir iespjams ticami noveértét
arkartigi citotoksiskas testéjamas kimikalijas. Visbeidzot, testéjamas kimikalijas, kuras ietekmé luciferazes fermentu,
var radit maldigu prieksstatu par luciferazes aktivitati uz $inam balstitas analizés, izraisot vai nu Skietamu
inhibéSanos, vai pastiprinatu luminiscenci (22). Piem., ir zinots, ka fitoestrogéna koncentracijas, kas lielakas par 1
oM, citos uz luciferazi balstitos zinotajgénu testos radijusas luminiscences signalu traucgjumus luciferazes
zinotajgéna parmeérigas aktivacijas dé] (23). Tapéc piesardzigi jaizmeklé luciferazes ekspresija, kas ieghita pie
augstam fitoestrogénu koncentracijam vai tadu lidzigu kimikaliju koncentracijam, par kuram ir aizdomas, ka tas
rada fitoestrogénam lidzigu parmerigu luciferazes zinotajgéna aktivaciju (23). Gadjjumos, kad ir iespéjams pieradit,
ka testéSanas metode nav pielietojama citam konkrétam testéjamo kimikaliju kategorijam, $o testéSanas metodi
minétajam konkrétajam kategorijam neizmanto.

Papildus tam, ka KeratinoSens™ tests palidz noskirt adas sensibilizatorus no adas nesensibilizatoriem, tas ari sniedz
informaciju par koncentraciju—atbildreakciju, kas var palidzét novertét sensibilizatora potenci, ja to izmanto
integretas pieejas, piem., IATA (19). Tomér javeic turpmaks darbs, ko vélams balstit uz uzticamiem datiem par
cilvékiem, lai noteiktu, ka KeratinoSens™ testa rezultati var palidzét novértét potenci (24) un sensibilizatorus
klasificét apakskategorijas saskana ar ANO GHS/CLP.

TESTA PRINCIPS

ARE-Nrf2 luciferazes testéSanas metodé tiek izmantota imortalizéta adherento $tinu linija, kas iegita no HaCaT
cilvéka keratinocitiem, kuri stabili transfektéti ar selektégjamu plazmidu. Si $Gnu linija satur luciferazes génu, ko
transkriptivi kontrolé konstitutivs promoters, kur§ ir savienojies ar ARE elementu no géna, par ko ir zinams, ka
kontaktsensibilizators palielina ta ekspresiju (25) (26). Luciferazes signals atspogulo to, ka sensibilizatori aktivéjusi
no endogéna Nrf2 atkarigos génus, un ir pieradita luciferazes signala atkariba no Nif2 rekombinantaja $finu linija
(27). Tas lauj kvantitativi (ar luminiscences detekciju) izmérit luciferazes géna indukciju, izmantojot labi zinamus
gaismu radoSus luciferazes substratus, kas kalpo par Nrf2 transkripcijas faktora aktivitates raditaju stnas péc to
ekspozicijas elektrofilim vielam.

Testgjamas kimikalijas KeratinoSens™ testa tiek uzskatitas par pozitivam, ja tas izraisa statistiski nozimigu
luciferazes aktivitates indukciju, kas parsniedz doto sliek$nvertibu (t. i, > 1,5-kartigs jeb 50 % pieaugums), zem
noteiktas koncentracijas, kam nav batiskas ietekmes uz $inu dzivotsp&ju (t. i, zem 1 000 pM, un pie koncen-
tracijas, kura $@nu dzivotsp&ja parsniedz 70 % (9) (12)). Sim nolikam tiek noteikta luciferazes aktivitates
maksimala indukcija kartas attieciba pret $kidinataja (negativo) kontroli (I, ). Turklat, ta ka Stunas tiek eksponétas
test§jamas kimikalijas koncentraciju sérijai, no devas-atbildreakcijas Iiknes jainterpolé, pie kadas koncentracijas
luciferazes aktivitate tiek inducéta statistiski nozimigi virs sliek$nvértibas (t. i, EC,; vertiba) (aprekinus sk.
32. punkta). Visbeidzot, lidztekus javeic citotoksicitates mérfjumi, lai novértétu, vai luciferazes aktivitates indukcijas
limeni ir novérojami pie subcitotoksiskam koncentracijam.
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Pirms $ai testé8anas metodei atbilstoSa ARE-Nrf2 luciferazes testa regularas izmantosanas laboratorijam japierada
sava tehniska kompetence, izmantojot 2. papildindgjuma uzskaititas desmit standartvielas.

Lai batu vieglak validét jaunas vai grozitas in vitro ARE-Nif2 luciferazes testéSanas metodes, kas lidzinas
KeratinoSens™ testam, un lai $o testé$anas metodi biitu iespéjams savlaicigi grozit ar mérki taja ieklaut $is metodes,
ir pieejami veiktspéjas standarti (VS) (28) Attieciba uz testéSanas metodém, kuras validétas saskana ar VS, datu
savstarpgja atziSana (Mutual Acceptance of Data, MAD) saskana ar ESAO noligumu bis garantéta tikai tad, ja ESAO
§is testéSanas metodes biis izskatijusi un ieklavusi attiecigaja testéSanas vadlinija.

PROCEDURA

Patlaban vieniga metode, ko aptver §I testéSanas metode, ir zinatniski derigais KeratinoSens™ tests (9) (12) (13) (14).
KeratinoSens™ testam ir pieejamas standartprocediiras, kas jaizmanto, 3o testéSanas metodi ievieSot un izmantojot
laboratorija (15). Laboratorijas, kuras vélas So testéSanas metodi ieviest, var iegiit KeratinoSens™ testa izmantoto
rekombinanto $tnu liniju, noslédzot licences ligumu ar $is testéSanas metodes izstradataju. Turpmakajos punktos
sniegts ARE Nrf2 luciferazes testéSanas metodes galveno komponentu un procediru apraksts.

Keratinocitu kultiiru sagatavosana

Jaizmanto transgénu $iinu linija, kam ir stabila luciferazes zinotajgéna insercija, ko kontrolé ARE elements (piem.,
KeratinoSens™ $tnu linija). Sanemot $iinas, tas pavairo (piem., 2—4 pasazas) un uzglaba sasaldétas ka viendabigu
krajumu. Stinas no 34 sakotnéja krajuma var pavairot lidz maksimalajam pasazu skaitam (t. i., 25 pasazas Keratino-
Sens™ gadijjuma), un ar tam veic parasto testéSanu, kurd izmanto atbilstodu uzturéSanas barotni (KeratinoSens™
testam ta ir serumu un geneticinu saturo$a DMEM,).

Veicot testéSanu, $inu konfluencei jabit 80-90 % robezas, un jariipgjas, lai Stnas nekad nesasniegtu pilnigu
konfluenci. Dienu pirms testéSanas $tinas ievac un sadala pa 96 iedobju platém (10 000 $inas uz vienu plati Kerati-
noSens™ gadijuma). Japievers uzmaniba, lai $tinu uzséSanas laika novérstu to sedimentaciju, tadéjadi nodrosinot
Sunu skaita vienmérigu sadalijumu pa iedobém. Ja to nedara, 3aja soli starp iedobém var rasties lielas atskiribas.
Luciferazes aktivitates mérjjumu nolika katram atkartojumam izmanto tris replikatus; vienu paralélu replikatu
izmanto $inu dzivotspéjas testam.

Testéjamas kimikalijas un kontroles vielu sagatavosana

Testgjamo kimikaliju un kontroles vielas sagatavo testéSanas diena. KeratinoSens™ testa noliikam test€jamas
kimikalijas lidz vélamajai galakoncentracijai (piem., 200 nM) izskidina dimetilsulfoksida (DMSO). DMSO skidumus
var uzskatit par passterilizgjosiem, lidz ar to nav javeic sterilizgjosa filtrésana jeb sterilfiltrésana. DMSO neskistosu
testéjamo kimikaliju izskidina sterila Gideni vai barotné un skidumus sterilizé, piem., ar filtréSanu. Ja testgjamajai
kimikalijai nav noteiktas molekulmasas, izejSkidumu sagatavo lidz noklus€juma koncentracijai (KeratinoSens™ testa
40 mg/mL vai 4 % (masas)). Ja tiek izmantoti citi $kidinataji, nevis DMSO, Gdens vai barotne, jasniedz pietickams
zinatniskais pamatojums.
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Par pamatu pemot testéjamas kimikalijas DMSO izejskidumus, ar DMSO sagatavo sérijveida atSkaidijumus, lai
ieglitu 12 test§jamas kimikalijas galvenas koncentracijas (no 0,098 lidz 200 mM KeratinoSens™ testd). Ja test€jama
kimikalija DMSO neskist, atskaidijumus galveno koncentraciju iegiisanai sagatavo, izmantojot sterilu Gideni vai
sterilu barotni. Neatkarigi no izmantota $kidinataja péc tam galvenas koncentracijas 25-kartigi iz§kidina serumu
saturo$§a barotné un visbeidzot izmanto apstradei ar papildu Cetrkartigu at3kaidijjuma koeficientu, lai testétas
kimikalijas galigas koncentracijas KeratinoSens™ testa butu diapazona no 0,98 lidz 2 000 uM. Pienacigi pamatojot,
drikst izmantot citas koncentracijas (piem., citotoksicitates vai vajas $kidibas gadijuma).

KeratinoSens™ testa izmantota negativa ($kidinataja) kontrole ir DMSO (CAS Nr. 67-68-5, tiriba > 99 %), kurai
izmanto seSas iedobes uz plati. Tam veic tadu pasu atskaidiSanu, ka aprakstits 22. punkta attieciba uz galvenajam
koncentracijam, lai galiga negativas (3kidinataja) kontroles koncentracija bitu 1 %, par kuru ir zinams, ka ta
neietekmé $tnu dzivotsp&ju un atbilst tai pasai DMSO koncentracijai, kada ir testétaja kimikalija un pozitivaja
kontrole. Ja testejama kimikalija DMSO neskist un tas atskaidijumi tika sagatavoti, izmantojot Gideni, galiga testa
$kiduma DMSO limenis visas iedobés jakorigé uz 1 %, tapat ka pargjam test§jamam kimikalijam un kontroles
vielam.

KeratinoSens™ testa izmantota pozitiva kontrole ir kanélskabes aldehids (CAS Nr. 14371-10-9, tiriba > 98 %), kurai
sagatavo 5 galveno koncentraciju sériju DMSO ar diapazonu no 0,4 lidz 6,4 mM (no 6,4 mM izejskiduma) un
atSkaida ta, ka aprakstits 22. punkta attieciba uz galvenajam koncentracijam, lai galiga pozitivas kontroles koncen-
tracija biitu diapazona no 4 lidz 64 uM. Citas piemérotas pozitivas kontroles, kuram biitu jasniedz EC, ; diapazona
vidgjas vertibas, var izmantot, ja ir pieejami vesturiskie dati, no kuriem var iegiit salidzinamus izpildes
pienemamibas kritérijus.

Testéjamas kimikalijas un kontroles vielu apliceSana

Lai ieglitu prognozi (pozitivu vai negativu), katrai test€jamai kimikalijai un pozitivas kontroles vielai ir nepiecieSams
viens eksperiments, kas sastav no vismaz diviem neatkarigiem atkartojumiem, kuri katrs satur tris replikatus (t. i, n
= 6). Ja divos neatkarigajos atkartojumos iegiti nesakritigi rezultati, javeic treSais atkartojums, kurd izmanto tris
replikatus (t. i., n = 9). Katru neatkarigo atkartojumu veic cita diena ar svaigu test§jamo kimikaliju izejskidumu un
atseviski ievaktam $Gnam. Tomer $iinas var bt no vienas un tas pasas pasazas.

Péc uzseSanas, ka aprakstits 20. punkta, Stinas 24 stundas audzé 96 iedobju mikrotitrésanas platés. Péc tam barotni
novac un aizstaj ar svaigu barotni (KeratinoSens™ gadijuma 150 pl barotni, kura ir serums, bet nav geneticina), kam
pievieno 50 pl 25-kartigi atskaiditas testéjamas kimikalijas un kontroles vielu. Katra platé vismaz vienu iedobi atst3j
tuk$u (bez $tinam un bez apstrades), lai iegtitu fona vertibas.

Péc tam KeratinoSens™ testa sagatavotas plates aptuveni 48 stundas inkub& 37+1°C temperattra, klatesot 5 % CO,.
Jaizvairas no gaisto$u testgjamo kimikaliju iztvaiko§anas un testgjamo kimikaliju starpiedobju kontaminacijas,
piem., pirms inkubé$anas ar testéjamajam kimikalijam plates parklajot ar foliju.

Luciferazes aktivitates mérijumi

Lai nodrosinatu pienacigus luminiscences radijumus, batiski ir tris faktori:

— jutiga luminometra izvéle,

— pietiekami augstas plates izmantoSana, lai novérstu skérskontaminaciju ar gaismu, un

— tada luciferazes substrata izmantosana, kam ir pietickama gaismas atdeve, lai nodrosinatu pietiekamu jutibu un
zemu mainigumu.
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Pirms testéSanas jaizpilda 3. papildindjuma aprakstitais kontroleksperiments, lai nodro$inatu, ka Sie tris punkti tiek
izpilditi.

Péc 48 stundu ekspozicijas testéjamajai kimikalijai un kontroles vielam KeratinoSens™ testa $tinas nomazga ar
fosfatu buferskidumu un katrai iedobei uz 20 minGitém istabas temperatiira pievieno attiecigo lizes buferskidumu,
lai iegfitu luminiscences nolasfjumus.

Péc tam plates ar $Gnu lizatu nolasijumu veikSanai ievieto luminometra, kas KeratinoSens™ testa ir ieprogrammeéts:
(i) katrai iedobei pievienot luciferazes substratu (t. i, 50 pl), (i) pagaidit 1 sekundi, un (iii) 2 sekundes integrét
luciferazes aktivitati. Ja izmanto alternativus iestatijumus, piem., atkariba no izmantota luminometra modela, tie
japamato. Turklat, ja tiek sekmigi izpildits 3. papildindgjuma paredzétais kvalitates kontroles eksperiments, var
izmantot ari spido$u substratu.

Citotoksicitates noveért&jums

Veicot KeratinoSens™ $tinu dzivotspéjas testu, 48 stundas péc ekspozicijas barotni aizst3j ar svaigu barotni, kas satur
MTT (3—(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolija bromidu, tiazolilzilo tetrazolija bromidu, CAS Nr. 298-93-1),
un §inas 4 stundas inkubé 37 °C temperatiira pie 5 % CO,. Péc tam MTT barotni novac un $@inas lizé (piem., katrai
iedobei pievienojot 10 % SDS $kidumu) lidz nakamajai dienai. Péc sakratiSanas ar fotometru mera absorbciju, t. i,
pie 600 nm.

DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Datu izvértéSana

KeratinoSens™ testa aprékina $adus parametrus:

— luciferazes aktivitates indukcijas () maksimalo vidgjo vértibu kartas, kas novérota pie testg§jamas vielas un
pozitivas kontroles jebkuras koncentracijas;

— EC, vertibu, kas apzimé koncentraciju, pie kuras iegiita luciferazes aktivitates indukcija parsniedz 1,5 kartas
slieksnvertibu (t. i., par 50 % lielaka luciferazes aktivitate); un

— IC;, un IC,, koncentracijas vértibas $iinu dzivotspgjas samazindjumam par 50 % un 30 %.

— Luciferazes aktivitates indukciju kartas aprékina, izmantojot 1. vienadojumu, savukart visparéjo maksimalo
indukciju kartas (I, ) aprékina ka vidéjo vértibu no individualajiem atkartojumiem.

max)

1. vienadojums:

(Lsamplc - Lblank)

Fold induction =
(Lsnlvenl - Lblank)

kur:
wmple i luminiscences nolastjums testéjamas kimikalijas iedobe.
Lok ir luminiscences nolasijums tuksaja iedob¢, kura nav $inu un kura nav apstradata.
Lowen i vidEjais luminiscences nolasijums iedobes, kuras satur $iinas un $kidinataja (negativo) kontroli.

EC,; apréekina, veicot linearo interpolaciju saskana ar 2. vienadojumu, savukart visparéjo EC, ; aprékina ka
individualo atkartojumu geometrisko vidgjo.
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2. vienadojums:

EC1,5 = (G, - C,) x (1’5 'I“) +C,
I, -1,

kur:

C, ir zemaka koncentracija pM ar > 1,5-kartigu indukciju.

C, ir augstaka koncentracija pM ar < 1,5-kartigu indukciju.

I, ir indukcija kartas, mérita pie zemakas koncentracijas ar > 1,5-kartigu indukciju (tris replikatu iedobju vidgjais).
I, ir indukcija kartas, mérita pie augstakas koncentracijas ar < 1,5-kartigu indukciju (tris replikatu iedobju

vidgjais).

Dzivotspéju aprékina, izmantojot 3. vienadojumu:

3. vienadojums:

solvent — Vb lank

Viability = x 100

kur:
ample it MTT absorbcijas nolasfjums test&jamas kimikalijas iedobe.
Vitank ir MTT absorbcijas nolasjjums tuksaja iedobg, kura nav $tinu un kura nav apstradata.

ir vidgjais MTT absorbcijas nolasijums iedobés, kuras satur stnas un $kidinataja (negativo) kontroli.

solvent

IC,, un IC,, aprékina, veicot linearo interpolaciju saskana ar 4. vienadojumu, savukart visparéjo ICy, un IC,,
aprékina ka individualo atkartojumu geometrisko vidgjo.

4. vienadojums:

(100—x)—Va)
IC,=(G-C) x [———]+C,
(b ) < Vb_Va *

kur:

X ir procentualais samazinajums pie aprékinamas koncentracijas (50 un 30 attiecigi IC;, un IC,;).
C, ir zemaka koncentracija pM ar > x % dzivotsp&jas samazinajumu.

C, ir augstaka koncentracija pM ar < x % dzivotsp€jas samazinajumu.

V, ir dzivotspgja ( %) pie zemakas koncentracijas ar > x % dzivotspéjas samazinajumu.

V, ir dzivotspgja ( %) pie augstakas koncentracijas ar < x % dzivotspéjas samazinajumu.

Katrai koncentracijai, kas uzrada > 1,5-kartigu luciferazes aktivitates indukciju, aprékina statistisko nozimigumu
(piem., izmantojot divpuséju Stjudenta t-testu), tris replikatu paraugu luminiscences vértibas salidzinot ar
skidinataja (negativas) kontroles iedobju luminiscences veértibam, lai noteiktu, vai luciferazes aktivitates indukcija ir
statistiski nozimiga (p < 0,05). Zemaka koncentracija ar > 1,5-kartigu luciferazes aktivitates indukciju ir vértiba, kas
nosaka EC, ; vertibu. Parbauda, vai katra gadijuma &1 vertiba ir zemaka par IC,, vértibu, kas norada, ka pie EC, ;
noteico§as koncentracijas $tinu dzivotspéja ir samazinajusies par mazak neka 30 %.
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Datus ieteicams vizuali parbaudit ar diagrammu palidzibu. Ja nav novérojama skaidra devas—atbildreakcijas likne vai
iegtita devas—atbildreakcijas likne ir divfazu (t. i., 1,5 sliek$nvértibu parsniedz divreiz), eksperiments jaatkarto, lai
noskaidrotu, vai to izraisijusi test€jamas kimikalijas specifika vai eksperimentals artefakts. Ja neatkariga
eksperimenta divfazu atbildreakcija ir reproducéjama, japazino zemaka EC,; vértiba (koncentracija, pie kuras
sliekspvertiba 1,5 tiek parsniegta pirmo reizi).

Retajos gadijumos, kad tiek novérota statistiski nenozimiga indukcija, kas parsniedz 1,5 kartas, kam seko statistiski
nozimiga indukcija pie augstakas koncentracijas, rezultatus no $a atkartojuma uzskata par derigiem un pozitiviem
vienigi tad, ja statistiski nozimiga indukcija, kas parsniedz slieksnvértibu 1,5, iegiita pie koncentracijas, kas nav
citotoksiska.

Visbeidzot, testéjamajam kimikalijam, kuras jau pie zemakas test&jamas koncentracijas 0,98 uM rada 1,5-kartigu vai
lielaku indukciju, EC, ; vértibu < 0,98 nosaka, balstoties uz devas-atbildreakcijas Iiknes vizualu inspicésanu.

Pienemsanas kritériji

[zmantojot KeratinoSens™ testu, jabiit izpilditiem turpmak noraditajiem piepemsanas kritérijiem. Pirmkart, ar
pozitivo kontroli, kanélskabes aldehidu, ieghitajai luciferazes aktivitates indukcijai vismaz viena no testétajam
koncentracijam (no 4 lidz 64 pM) jabat statistiski nozimigai, proti, japarsniedz sliek$pvértiba 1,5 (piem., izmantojot
T-testu).

Otrkart, EC, ; vértibai jabit divu standartnovirZu robezas no test&josas iestades vésturiska videja (piem., no 7 pM
lidz 30 pM, pamatojoties uz validacijas datu kopu), kas regulari jaatjaunina. Turklat tris kanélskabes aldehida
replikatos pie 64 pM vidgjai indukcijai jabat no 2 lidz 8. Ja peédgjais kritérijs nav izpildits, atbildreakcija uz
pieaugoSas koncentracijas viennozimigi novérojama atbildreakcija uz devu ar pieaugo$u luciferazes aktivitates
indukciju.

Visbeidzot, negativas (3kidinataja) kontroles DMSO vid&am luminiscences nolasjjuma variacijas koeficientam katra
atkartojuma, kas sastav no 6 triplikata testétam iedobém, jabat zem 20 %. Ja variacija ir lielaka, rezultati nav derigi.

Rezultatu interpretéSana un prognozes modelis

KeratinoSens™ prognozi uzskata par pozitivu, ja 2 no 2 atkartojumiem vai 2 no 3 atkartojumiem ir izpilditi visi
talak noraditie 4 nosacijumi; pretéja gadijuma KeratinoSens™ prognozi uzskata par negativu (1. attéls):

1. 1., ir lielaks par () 1,5-kartigs un statistiska nozimigumi at3kiras no atbilstosa raditdja, kas iegats $kiduma

max

(negativaja) kontrolé (to nosaka ar divpuséju nesaparotu Stjiidenta t-testu);

2. $unu dzivotspéja pie zemakas koncentracijas un ar vairak neka 1,5-kartigu luciferazes aktivitates indukciju (t. i.,
pie EC, ; noteicosas koncentracijas) ir lielaka neka (>) 70 %;

3. EC,; vértiba ir zemaka par (<) 1 000 pM (vai < 200 pg/mL testéjamajam kimikalijam, kam nav noteiktas
molekulmasas);

4. luciferazes indukcijai ir acimredzama visparja atbildreakcija uz devu (vai divfazu atbildreakcija, kas minéta
33. punkta).

Ja konkréta atkartojuma ir izpilditi visi tris pirmie nosacfjumi, tacu luciferazes indukcijai nav novérojama
viennozimiga atbildreakcija uz devu, attieciga atkartojuma rezultati jauzskata par neskaidriem un var bit javeic
papildu testéSana (1. attels). Turklat ari negativs rezultats, kas iegiits ar koncentracijam < 1 000 pM (vai < 200 pg/
mL testgjamajam kimikalijam, kam nav noteiktas molekulmasas), jauzskata par neskaidru (sk. 11. punktu).
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1. attels

KeratinoSens™ testa izmantotais prognozes modelis. KeratinoSens™ prognoze jaskata IATA konteksta un
atbilstigi 9. un 11. punkta noteikumiem.

Procediira vienam atkartojumam

Vai indukcija ir lielaka
neka 1,5-kartiga?

UN
Statistiskai nozimigi neka :> Negativs
skidinataja kontrolé?

NE
JA Veic vismaz divus neatkarigus
atkartojumus
- o — Ja abi atkartojumi ir pozitivi, galigais
Vai dzivotspéja pie J aiarei 'PJO ZITT\?S glg
zemakas koncentracijas ar Lez 1L:
> 1,5-kartigu indukciju Negativs B Fim sy Borpre 8 o
> 70 % no dzivotspéjas 8 — Jaabi eltka}rto]uml ir negativi, galigais
skidinataja kontrole? NE rezultats ir: NEGATIVS
JA Ja primie divi atkartojumi nav saskanigi,
veic treSo atkartojumu , un secinajumu
izdara pamatojoties uz iznakumu modu

(t.i., 2 no 3).

Vai EC;5 <1 000 pM

o | T [ negus
NE
U
Vai deV_a-atbildreakcija ir © Neskaidrejjaatksrea
acimredzama?
NE

@J_

Pozitivs

Retos gadjjumos testgjamas kimikalijas, kuras luciferazes aktivitati inducé Joti tuvu citotoksiskajiem limeniem,
dazos atkartojumos var biit pozitivas tados limenos, kas nav toksiski (t. 1., EC, ; noteico$a koncentracija mazaka par
(<) IC,y), bet citos atkartojumos — vienigi citotoksiskos limenos (t. i, EC, ; noteicodd koncentracija parsniedz (>)
IC,,). Tadas testgjamas kimikalijas jatesté atkartoti, veicot vél ripigaku devas—atbildreakcijas analizi ar mazaku
atSkaidfjuma koeficientu (piem., 1,33 vai O2 (= 1,41) atskaidijuma koeficients starp iedobém), lai noteiktu, vai
indukcija ir vai nav radusies citotoksiskos limenos (9).

Testésanas parskats

Testé$anas parskata jaieklauj talak noradita informacija.
Testgjama kimikalija

— Vienkomponenta viela:

— kimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-i), SMILES vai InChI kods,
struktiirformula un/vai citi identifikacijas dati,
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— fiziskais izskats, $kidiba #ideni, $kidiba DMSO, molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas,
ciktal § informacija ir pieejama,

— tiriba, attieciga gadijjuma, ja tas ir praktiski iesp&jams, piemaisijumu kimiska identitate u. c.,
— apstrade pirms testéSanas, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinasana),
— testéta(-s) koncentracija(-s),
— uzglabasanas nosacijumi un stabilitate, ciktal §1 informacija ir pieejama.
— Daudzkomponentu vielas, UVCB un maisjjumi:

— ciktal iespgjams, raksturoti ar, piem., sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks), tiribu, kvantitativo saturu
un relevantajam fizikalkimiskajam ipasibam,

— fiziskais izskats, skidiba tdeni, $kidiba DMSO un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas, ciktal si
informacija ir pieejama,

— molekulmasa vai $kietama molekulmasa maisijumiem/polimériem ar zinamu sastavu vai cita pétijuma
norisei relevanta informacija,

— apstrade pirms testéSanas, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinasana),
— testéta(-s) koncentracija(-s),
— uzglabasanas nosacijumi un stabilitate, ciktal $1 informacija ir pieejama.
Kontroles
— Pozitiva kontrole:

— kimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-i), SMILES vai InChI kods,
struktirformula un/vai citi identifikacijas dati,

— fiziskais izskats, $kidiba tideni, $kidiba DMSO, molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas,
ciktal §1 informacija ir pieejama (un attieciga gadijuma),

— tiriba, attieciga gadijjuma, ja tas ir praktiski iespéjams, piemaisijumu kimiska identitate u. c.,
— apstrade pirms testéSanas, ja tada veikta (piem., sildiSana, smalcinasana),

— testéta(-s) koncentracija(-s),

— uzglabasanas nosacijumi un stabilitate, ciktal $1 informacija ir pieejama,

— norade uz vesturiskajiem pozitivo kontrolu rezultatiem, kas apliecina atbilstibu testa izpildes piepemamibas
kriterijiem (attieciga gadjjuma).

— Negativa (nesgja) kontrole:

— kimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums(-i), CAS numurs(-i) un/vai citi identifikacijas
dati,

— tiriba, attieciga gadijjuma, ja tas ir praktiski iespéjams, piemaisijumu kimiska identitate u. c.,

— fiziskais izskats, molekulmasa un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas gadijuma, ja tiek veiktas citas
negativas kontroles/izmantoti citi testéSanas metodé neminéti nesgji, ciktal §i informacija ir pieejama,

— uzglabasanas nosacijumi un stabilitate, ciktal 31 informacija ir pieejama,

— katrai testéjamai kimikalijai izraudzita $kidinataja pamatojums.
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Testesanas metodes izmantoSanas apstakli

— sponsora, testéjosas iestades, pétijuma vaditdja vards/nosaukums un adrese;

— izmantotas testé$anas metodes apraksts;

— izmantota $inu linija, tas uzglabasanas apstakli un avots (piem., iestade, kur tas nemtas);
— testéSana izmantoto $linu pasazu skaits un konfluences limenis;

— $unu skaitiSanas metode, kas izmantota uzsé$anai pirms testé$anas, un pasakumi, kas veikti, lai nodrosinatu
Sunu skaita viendabigu sadali (sk. 20. punktu);

— izmantotais luminometrs (piem., modelis), tostarp instrumentu iestatijumi, izmantotais luciferazes substrats un
pienacigu luminiscences mérjjumu pieradiSana ar 3. papildinajuma aprakstito kontroltestu;

— procediira, ar kuru pieradita laboratorijas kompetence izmantot So testé$anas metodi (piem., testéjot standart-
vielas) vai apliecinata testéSanas metodes veiktspgjas reproducgjamiba ilgaka laika.

Testa procediira
— izmantoto atkartojumu un replikatu skaits;

— izmantotas testgjamas kimikalijas koncentracijas, aplicéSanas procediiras un ekspozicijas laiks (ja atskiras no
rekomendétajiem);

— izmantoto izvértéSanas un lémuma pienemsanas kritériju apraksts;

— izmantoto pétijuma pienemamibas kritériju apraksts;

— testa procediras modifikaciju apraksts, ja tadas bijusas.

Rezultati

— tabula apkopotas I, EC, ; un dzivotspgjas vértibas (piem., ICy,, IC,), kas iegiitas katra testéjamas kimikalijas
un pozitivas kontroles atkartojuma, ka ari vidéjas vertibas (I vidéja; EC, ; un dzivotspéjas vértibas: vidéjais
geometriskais) un SN, kas aprekinata, izmantojot datus no visiem individualajiem atkartojumiem, un norade uz
testéjamas kimikalijas novértéjumu saskana ar prognozes modeli;

— variacijas koeficients, kas ar luminiscences nolasijumiem iegiits par katra eksperimenta negativo kontroli;

— grafiks, kura attélotas devas—atbildreakcijas liknes attieciba uz luciferazes aktivitates indukciju un dzivotspgju;

— jebkadu citu relevantu novérojumu apraksts (attieciga gadjjuma).

Rezultatu iztirzajums

— ar KeratinoSens™ testu iegiito rezultatu iztirzajums,

— ar testéSanas metodi ieglito rezultatu iztirzajums IATA konteksta, ja pieejama cita relevanta informacija.
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1. papildinajums

DEFINICIJAS

Pareiziba: pakape, kada ar testéSanas metodi iegiito mérfjumu rezultati sakrit ar pienemtajam atsauces vértibam.
Tas ir testéSanas metodes veiktspgjas raksturlielums un viens no tas “relevantuma” aspektiem. So terminu bieZi
izmanto ar nozimi “konkordantums”, ar to domajot testeSanas metodes pareizo rezultatu ipatsvaru (29).

AOP (nelabvéliga iznakuma cel$): no merkkimikalijas vai lidzigu kimikaliju grupas kimiskas struktiiras izrietosa
notikumu sekvence no molekulara iniciacijas notikuma lidz interesgjosajam in vivo rezultatam (2).

ARE: antioksidanta atbildreakcijas elements (saukts ari par EpRE jeb elektrofila atbildreakcijas elementu) ir daudzos
citoprotektivu un II fazes génu augSupéjos promoteru regionos atrodams atbildreakcijas elements. Kad tas tiek
aktivizéts ar Nrf2, tas darbojas ka starpnieks $o génu transkripcionalaja indukcija.

Kimikalija: viela vai maisjjums.

Variacijas koeficients: mainibas mérs, ko aprékina replikatu datu grupai, standartnovirzi izdalot ar vidéjo vértibu.
Lai to izteiktu procentos, to reizina ar 100.

EC, ;: interpoléta koncentracija 1,5-kartigai luciferazes indukcijai.
IC,,: koncentracija, pie kuras $iinu dzivotspéja samazinas par 30 %.
IC;,: koncentracija, pie kuras $iinu dzivotspéja samazinas par 50 %.

Bistamiba: ipasiba, kas raksturo tadu agentu vai situaciju, kurai piemit potencials atstat nelabveligu ietekmi uz §im
agentam eksponétu organismu, sistému vai (apaks)populaciju.

IATA (integréta testéSanas un novértéSanas pieeja): strukturéta pieeja, ko izmanto kimikalijas vai kimikaliju
grupas bistamibas identificéSanai (potencials), bistamibas raksturoSanai (potence) unfvai dro§uma novérté$anai
(potencials/potence un ekspozicija) un kas stratégiska veida integré un izsver visus relevantos datus, lai varétu
pienemt normativu [éEmumu par potencialo bistamibu un/vai risku, un/vai nepieciesamibu veikt turpmaku konkrétu
un lidz ar to minimalu testéSanu.

: maksimalais luciferazes aktivitates indukcijas koeficients pie jebkuras testéjamas kimikalijas koncentracijas

Imax‘

salidzinajuma ar $kidinataja (negativo) kontroli.

Keap1: Kelch tipa ar ECH asociétais proteins 1 ir sensorais proteins, kas var regulét Nrf2 aktivitati. Neinducétos
apstaklos sensorais proteins Keapl iedarbojas uz Nrf2 transkripcijas faktoru, to ubikvitingjot un proteolitiski
degradgjot proteosoma. Keap 1 reaktivo cisteina atlieku kovalenta modificéSana ar nelielam molekulam var izraisit
Nif2 disociaciju no Keap1 (8) (10) (11).

Maisijums: maisijums vai $kidums, kas sastav no divam vai vairak vielam, kuras taja savstarpgji nereagé (1).

Vienkomponenta viela: viela, definéta ar tas kvantitativo sastavu, kurd viena galvena sastavdala veido vismaz
80 % (masas).

Daudzkomponentu viela: viela, definéta ar tas kvantitativo sastavu, kurd vairak neka viena no galvenajam
sastavdalam ir koncentracija > 10 % (masas) un < 80 % (masas). Daudzkomponentu vielas tiek sarazotas. Atskiriba
starp maisijumu un daudzkomponentu vielu ir tada, ka maisjumu iegist, divas vai vairakas vielas sajaucot bez
kimiskas reakcijas. Daudzkomponentu vielas rodas kimiskas reakcijas.
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Nrf2: nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 ir antioksidanta atbildreakcijas celd iesaistits transkripcijas faktors. Ja
Nif2 netiek ubikvitinéts, tas uzkrdjas citoplazma un translocgjas uz kodolu, kur tas daudzu citoprotektivu génu
augseja promotera regiona kombingjas ar ARE, inici€jot to transkripciju (8) (10) (11).

Pozitiva kontrole: replikats, kura ir visi testa sistémas komponenti un kur§ apstradats ar vielu, par ko ir zinams,
ka ta izraisa pozitivu atbildreakciju. Lai biitu iespéja novértét pozitivas kontroles atbildreakcijas mainibu laika,
pozitivas atbildreakcijas intensitate nedrikstétu bt parlieku liela.

Relevantums: parametrs, kas raksturo testa attiecinamibu uz intereséjoSo ietekmi un to, vai testu lietot konkrétam
noliikkam ir jegpilni un noderigi. Pakape, kada ar testu var pareizi izmerit vai prognozét interes¢joso biologisko
ietekmi. Relevantums ietver ari testéSanas metodes pareizibas (konkordantuma) aspektu (29).

Ticamiba: parametrs, kas izsaka, kada pakapé taja pasa vai cita laboratorija ilgaka laika, izmantojot to pasu
protokolu, var iegiit reproducgjamus rezultatus. To novérté, aprékinot metodes reproducéjamibu dazadas labora-
torijas un atkartojamibu taja pasa laboratorija (29).

Reproducéjamiba: tadu rezultatu savstarpéja atbilstiba, kas iegfiti, ar vienu un to pasu testa protokolu test&jot
vienu to pasu kimikaliju (sk. “Ticamiba”) (29).

Jutiba: tas, cik liela dala no visam pozitivajam/aktivajam kimikalijam ar testéSanas metodi tiek klasificétas pareizi.
Tas ir tadas testéSanas metodes pareizibas meérs, ar kuru iegiist kategorialus rezultatus, un svarigs faktors testé$anas
metodes relevantuma izvértésana (29).

Skidinataja/neséja kontrole: replikats, kura ir visi testa sistémas komponenti, iznemot testgjamo kimikaliju, bet

>

attiecigaja 3kidinataja izskidinatu testgjamo kimikaliju.

Specifiskums: tas, cik liela dala no visam negativajim/neaktivajam kimikalijam ar testéSanas metodi tiek
klasificétas pareizi. Tas ir tadas test€Sanas metodes pareizibas mérs, ar kuru iegtst kategorialus rezultatus, un
svarigs faktors testéSanas metodes relevantuma izveérté$ana (29).

Viela: dabiski radusies vai raZoSanas procesa iegiiti kimiskie elementi un to savienojumi, ieskaitot produkta stabili-
zacijai vajadzigas piedevas, ka arl izmantotajos procesos radusos piejaukumus, bet iznemot $kidinatajus, kurus var
atdalit, neietekmeéjot vielas stabilitati un neizmainot tas sastavu (1).

Test&jama kimikalija: terminu “testé§jama kimikalija” izmanto, lai apzimétu to, kas tiek testéts.

Apvienoto Naciju Organizacijas Kimikiliju klasificeSanas un markeSanas globali harmonizéta sistéma
(ANO GHS): sistéma, kurd kimikalijas (vielas un maisijumus) klasificé péc standartizétiem fizisko apdraudéumu,
veselibas apdraudéjumu un vidisko apdraudgjumu tipiem un limepiem un kura paredz atbilstosus sazinas
elementus, piem., piktogrammas, signalvardus, bistamibas apziméjumus, drosibas prasibu apzimé&umus un drosibas
datu lapas, ar mérki sniegt informaciju par kimikaliju nelabvéligo ietekmi, lai aizsargatu cilvékus (tostarp darba
devéjus, darba néméjus, transporta darbiniekus, patérétajus un avarijas dienestu darbiniekus) un vidi (1).

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

Deriga testéSanas metode: testéSanas metode, kas tiek uzskatita par pietiekami relevantu un ticamu konkrétam
noliikam un kas ir balstita uz zinatniskiem principiem. TestéSanas metode nekad nav deriga absoliita izteiksmé; ta
vienmér ir deriga tikai kadam konkrétam nolikam (29).
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2. papildinajums
STANDARTVIELAS

In vitro adas sensibilizacija: ARE-Nrf2 luciferazes testéSanas metode

Pirms §is testé$anas metodes regularas izmantosanas laboratorijam jaapliecina sava tehniska kompetence, pareizi
ieglistot KeratinoSens™ prognozi 1. tabula ieteiktajam 10 standartvielam un vismaz 8 no 10 standartvielam iegtistot
EC,; un IC,, vértibas, kuras ietilpst attiecigaja references diapazona. Sis standartvielas ir atlasitas ta, lai tas
reprezentétu visu adas sensibilizacijas apdraudéjumu izraisito atbildreakciju diapazonu. Citi atlases kritériji bija vielu
pieejamiba tirgd, kvalitativu in vivo atsauces datu pieejamiba un kvalitativu ar KeratinoSens™ testu iegiitu datu
pieejamiba.

1. tabula

Vielas, kuras ieteicams izmantot, lai pieraditu tehnisko kompetenci izmantot KeratinoSens™ testu

Atst ; ; ™ EC, 5 (1M) 1G5, (1M)
Standartvielas CAS Nr. Agregats@a- | Invivo prog- | KeratinoSens atsauces diapa- atsauces diapa-
voklis noze () Prognoze (?) 5
zons (%) zons (%)
Izopropanols 67-63-0 Skidra Nav sensibili- Negativa >1000 >1 000
viela zators
Salicilskabe 69-72-7 Cieta viela | Nav sensibili- Negativa >1 000 >1 000
zators
Pienskabe 50-21-5 Skidra Nav sensibili- Negativa >1 000 >1 000
viela zators
Glicerins 56-81-5 Skidra Nav sensibili- Negativa >1 000 >1 000
viela zators
Cinamilspirts 104-54-1 | Cieta viela | Sensibilizators Pozitiva 25-175 >1 000
(vaj9)
Etilénglikola dime- 97-90-5 Skidra Sensibilizators Pozitiva 5-125 > 500
takrilats viela (vajs)
2-Merkaptobenzo- | 149-30-4 | Cieta viela | Sensibilizators Pozitiva 25-250 > 500
tiazols (vidgjs)
Metildibromgluta- | 35691-65-7 | Cieta viela | Sensibilizators Pozitiva <20 20-100
ronitrils (stiprs)
4-metilaminofe- 55-55-0 Cieta viela | Sensibilizators Pozitiva <12,5 20-200
nola sulfats (stiprs)
2,4-dinitrohlor- 97-00-7 Cieta viela | Sensibilizators Pozitiva <12,5 5-20
benzols (loti stiprs)

(") In vivo bistamibas (un potences) prognozes ir balstitas uz LLNA datiem (13). In vivo potence ir noteikta, izmantojot ECETOC
ierosinatos kritérijus (24).

—~—
L)

KeratinoSensTM prognoze jaskata IATA konteksta un atbilstigi 3is testéSanas metodes 9. un 11. punkta noteikumiem.
Pamatojoties uz vésturiskajiem novérojumu datiem (12).




28.4.2017.

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

L 112/165

LUMINISCENCES MERIJUMU KVALITATES KONTROLE

3. papildinajums

Pamateksperiments optimalu luminiscences mérijumu nodrosinasanai KeratinoSens™ testa

Lai ar luminometru iegiitu ticamus rezultatus, batiski ir $adi tris parametri:

— pietiekama jutiba, kas kontroliedobés lauj iegiit stabilus fona raditajus;

— platé nav gradienta ilga nolasiSanas laika dél; un

— iedobes, kuras atrodas blakus loti aktivam iedobém, nav kontaminétas ar gaismu.

Pirms testéSanas ieteicams parliecinaties, ka luminiscences mérijumi ir pienacigi, testéjot kontrolplati, kas sagatavota
§adi (analize triplikata).

Plates sagatavosana pirmajam trenineksperimentam

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A| DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
B | DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
C | DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
D | EGDM- | EGDM- | EGDM- | EGDM- | EGDM- | EGDM- | EGDM- | EGDM- | EGDM- | EGDM- | EGDM- | EGDMA

A 0,98 A 1,95 A 39 A78 A156 | A31,25 | A625 A 125 A 250 A 500 | A1000 2000
E | DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
F | DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
G | DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
H [ DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO CA 4 CA 8 CA 16 CA 32 CA 64 Tuksa

EGDMA = etilénglikola dimetakrilats (CAS Nr. 97-90-5), spéciga inducétajkimikalija.

CA = kanélskabes aldehids, pozitiva standartviela (CAS Nr. 104-55-2).

Kvalitates kontroles analizei jauzrada:

— skaidra atbildreakcija uz devu D rinda, ar I
I.. vértibas no 100 lidz 300);

> 20-kartigi virs fona vértibam (vairuma gadijumu tiek sasniegtas
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— nekada atbildreakcija uz devu C un E rinda (indukcijas vértiba neparsniedz 1,5 (ideala gadijjuma — neparsniedz
1,3), ko biitu radijusi iesp&jama kontaminacija ar gaismu no Joti aktivajam iedobém EGDMA rind3;

— starp rindam A, B, C, E, F un G nav statistiski nozimigas atskiribas (t. i., platé nav gradienta); un

— mainibai rindas A, B, C, E, F un G un DMSO iedobeés rinda H jabat zem 20 % (t. i., stabils fons).
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B.61. Fluoresceina caurpliides testéSanas metode acu korozijas vai nopietna kairinajuma izraisitaju identifi-
césanai

IEVADS

Si testéSanas metode (TM) ir ekvivalenta ESAO testéSanas vadlinijai (TG) Nr. 460 (2012). Fluoresceina caurpliides
(FL) testeSanas metode ir in vitro testéSanas metode, kas konkrétos apstaklos un ar konkrétiem ierobezojumiem
izmantojama tadu kimikaliju (vielu un maisjumu) klasificé$anai, kuras izraisa acu koroziju un nopietnu
kairinajumu, atbilstosi definicijai, kas dota Apvienoto Naciju Organizacijas (ANO) Kimikaliju klasificéSanas un
markéSanas globali harmonizétaja sistéma (GHS) (1. kategorija), Regula (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisijumu
klasificéSanu, markéSanu un iepakoSanu (CLP regula) (') (1. kategorija) un saskana ar ASV Vides aizsardzibas
agentiiru (EPA) (I kategorija) (1) (2). Saja testéSanas metodé nopietna acu kairindjuma izraisitaji ir kimikalijas, kuras
péc ievadiSanas izraisa tadus acs audu bojajumus, kas 21 dienas laika nav atgriezeniski vai izraisa nopietnu fizisku
redzes pasliktinaSanos, savukart acu korozijas izraisitdji ir kimikalijas, kas rada neatgriezeniskus acs audu
bojajumus. Sis kimikalijas klasifice ANO GHS 1. kategorija, ES CLP 1. kategorija vai ASV EPA I kategorija.

Kaut ari FL testéSanas metodi neuzskata par derigu ka trusu acu in vivo testa pilnigu aizstajéju, to ieteicams
izmantot ka dalu no daudzpakapju test€Sanas stratégijas klasificéSanas un marké$anas normativajiem meérkiem. Lidz
ar to FL ieteicams izmantot par sakotnéjo soli lejupéja pieeja, lai identificétu acu korozijas | nopietna kairindgjuma
izraisitajus, testéjot konkrétu veidu kimikalijas (t. i., ideni $kistosas vielas un maisijumus) (3) (4).

Sobrid ir visparpienemts, ka tuvakaja nakotné neviens atsevisks in vitro acu kairinadjuma tests nevarés aizstat in vivo
acu testu (TM B.5 (5)) un prognozét visus kairinadjuma veidus dazadam kimikaliju klasém. Tomér in vivo acu testu
varétu biit iesp&jams aizstat, (pakapjveida) testeSanas stratégija stratégiski apvienojot vairakas alternativas testéSanas
metodes (4). Lejupéja pieeja (4) ir izstradata izmantoSanai gadjjumos, kad, pamatojoties uz esoso informaciju,
kimikalijai ir paredzams augsts kairindjuma izraisiSanas potencials.

Pamatojoties uz 35. punkta izklastito prognozes modeli, ar FL testéSanas metodi ierobeZotas pielietojamibas joma,
neveicot talaku testéSanu, iespé&jams identificét kimikalijas, kas ir acu korozijas vai nopietna kairindgjuma izraisitajas
(ANO GHS 1. kategorija, ES CLP 1. kategorija vai ASV EPA I kategorija). To paSu piepem attieciba uz maisijumiem,
kaut arT maisjjumi validacija netika izmantoti. Tapéc FL testéSanas metodi var izmantot, lai noteiktu kimikaliju
spéju izraisit acu kairinajumu/koroziju, izmantojot talako TM B.5. secigas test€Sanas stratégiju (5). Tomér kimikalija,
kas ar FL testéSanas metodi nav prognozéta ka acu korozijas vai nopietna kairinajuma izraisitaja, jatesté ar vienu
vai vairakam papildu test€Sanas metodém (in vitro unfvai in vivo), ar kuram ir iesp&ams precizi identificét i)
kimikalijas, kuras FL testéSanas metodé€ ir in vitro pseidonegativas acu koroziju | nopietnu kairinagjumu izraisitajas
vielas (ANO GHS 1. kategorija, ES CLP 1. kategorija, ASV EPA I kategorija); ii) kimikalijas, kuras nav klasificétas ka
acu korozijas/kairinajuma izraisitdjas (ANO GHS nekategorizétas kimikalijas, ES CLP nekategorizétas kimikalijas,
ASV EPA IV kategorija), un/vai iii) kimikalijas, kuras ir vidgjijviegli kairinoSas acim (ANO GHS 2.A un 2.B
kategorija, ES CLP 2. kategorija, ASV EPA II un III kategorija).

Sis testéSanas metodes mérkis ir aprakstit procediiras, ko izmanto, lai izvértétu testéjamas kimikalijas potencialu
izraisit acu koroziju vai nopietnu kairinajumu, ko méra ar tas sp&u radit bojajumus necaurlaidiga konfluenta
epitélija monoslani. Pienaciga transepiteliala caurlaidiba ir bitiska epitelija — ari konjunktivas un radzenes
epitélija — funkcija. Transepitelialo caurlaidibu kontrolé dazadi blivie savienojumi. Ir pieradits, ka, palielinoties acs
kairinajumam, radzenes epitélija in vivo caurlaidibas palielinajums korelé ar novéroto iekaisuma un virsmas
bojajuma pakapi.

FL testesanas metodé toksisko ietekmi péc Islaicigas ekspozicijas testéjamai kimikalijai mera péc epitélija monoslana
natrija fluoresceina caurlaidibas palielinasanas Madina-Darbija sunu nieru (Madin-Darby Canine Kidney, MDCK)
$tnas, kas kultivétas uz caurlaidigiem insertiem. Fluoresceina caurpliides apjoms ir proporcionals bojajumiem, kas
kimiski inducéti blivajos savienojumos, desmosomalajos savienojumos un $inu membranas, un to var izmantot, lai
apléstu testéjamas kimikalijas potencialu atstat toksisku ietekmi uz aci. 1. papildindjuma sniegta diagramma, kura
att€lotas MDCK §iinas, ko FL testéSanas metodes vajadzibam audzé uz inserta membranas.

() Eiropas Parlamenta un Padomes 2008. gada 16. decembra Regula (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisjjumu klasificé8anu, markésanu
un iepako$anu un ar ko groza un atce] Direktivas 67/548EEK un 1999/45/EK un groza Regulu (EK) Nr. 1907/2006 (OV L 353,
31.12.2008., 1. Ipp.).
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Definicijas ir sniegtas 2. papildinajuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

S1 testéSanas metode ir balstita uz INVITTOX protokolu Nr. 71 (6), ko starptautiska validacijas pétijuma izvertéjis
Eiropas Alternativo metozu validéSanas centrs (ECVAM) sadarbiba ar ASV Alternativo metozu validéSanas starpa-
gentiiru koordinacijas komiteju (ICCVAM) un Japanas Alternativo metoZu validéSanas centru (JaCVAM).

FL testéSanas metodi ieteicams izmantot tadu kimikaliju identificéSanai, kuras klasificgjamas ka viegli/videji
kairinataji, vai kimikalijam, kuras nav klasificéjamas ka acu kairinataji (vielas un maisijumi) (t. i, GHS 2.A/2.B kat.,
nekategorizétas kimikalijas; ES CLP 2. kat., nekategorizétas kimikalijas; ASV EPA II/III/IV kat.), ka konstatéts
validacijas peétijuma (3) (7).

S1 testéSanas metode izmantojama vienigi @ideni $kistosam kimikalijam (vielam un maisijumiem). Ar FL testéSanas
metodi parasti precizi prognozé tadu kimikaliju potencialu izraisit spécigu acu kairinajumu, kuras $kist Gdeni un
kuru toksisko ietekmi atkaidiSana neietekmé (7). Lai kimikaliju kategorizétu ka #ideni $kistosu, eksperimenta
apstaklos tai jaskist sterila kalciju saturosa (pie koncentracijas 1,0-1,8 mM), fenolsarkano nesaturosa Henksa
lidzsvarotaja salu skiduma (HBSS) pie koncentracijas = 250 mg/ml (viena deva virs 100 mg/ml robezas). Tomér, ja
testgjama kimikalija $kist pie koncentracijas, kas ir zemaka par 100 mg/ml, un pie minétas koncentracijas jau
izraisa FL 20 % indukciju (proti, FL,, < 100 mg/ml), to tik un ta var klasificet GHS 1. kategorija vai EPA
[ kategorija.

Sai testésanas metodei konstatétie ierobezojumi no tas pielietojamibas jomas izslédz spécigas skabes un bazes, §tinu
fiksatorus un loti gaistosas kimikalijas. Sim kimikalijam ir raksturigi mehanismi, kurus ar FL testéSanas metodi
neméra, piem., ekstensiva koagulacija, parzieposanas vai specifiskas kimiskas reakcijas. Citi $ai metodei konstateétie
ierobeZojumi ir balstiti uz sp&u izdarit prognozes par iekrasotam un viskozam testgjamajam kimikalijam (7).
Pieejama informacija liecina, ka abu veidu kimikalijas péc isa ekspozicijas perioda ir griiti nonemt no monoslana
un ka 3is testeSanas metodes prognozétspéu varétu uzlabot, ja tiktu izmantots lielaks skaits skalosanas posmu.
Skidruma suspendétam cietam kimikalijam ir tendence izgulsnéties, un var biit griiti noteikt to galigo koncentraciju
$unas. Ja no datubazes izsledz kimikalijas, kas ietilpst $ajas kimisko un fizikalo ipasibu klasés, FL pareiziba ES, EPA
un GHS Klasifikacijas sistémas ievérojami uzlabojas (7).

Nemot véra §is testé$anas metodes merki (t. 1., identificét vienigi acu korozijas vai nopietna kairindjuma izraisitajus),
pseidonegativo rezultatu ipatsvaram (sk. 13. punktu) nav batiskas nozimes, jo, izmantojot pierddjjumu izsvér§anu
secigas testéSanas stratégija, visas §adas kimikalijas péc tam tiktu testétas ar citiem pienacigi validétu(-iem) in vitro
testu(-iem) vai ar trusiem — atkariba no normativajam prasibam (5) (sk. ari 3. un 4. punktu).

Citi konstatétie FL testéSanas metodes ierobezojumi ir balstiti uz pseidonegativo un pseidopozitivo rezultatu
ipatsvaru. Kad to izmantoja par sakotnéjo soli lejupéja pieeja, lai identificétu Gideni $kistosas acu korozijas |
nopietna kairindgjuma izraisitajas vielas un maisijumus (ANO GHS 1. kategorija; ES CLP 1. kategorija; ASV EPA
I kategorija), FL testéSanas metodes pseidopozitivo rezultatu Ipatsvars svarstijas diapazona no 7 % (7/103; ANO
GHS un ES CLP) lidz 9 % (9/99; ASV EPA) un pseidonegativo rezultatu ipatsvars svarstijas diapazona no 54 %
(15/28; ASV EPA) lidz 56 % (27/48; ANO GHS un ES CLP), salidzinot ar in vivo rezultatiem. Saja dokumenta nav
noteikts, kadas kimikaliju grupas FL testéSanas metodé uzrada pseidopozitivus un/vai pseidonegativus rezultatus.

Uz MDCK $anu kultiru attiecas ipasi tehniskie ierobezojumi. Blivie savienojumi, kas bloké fluoresceina sals
krasvielas izsik3anos cauri monoslanim, pieaugot $iinu pasazu skaitam, funkcioné aizvien sliktak. Nepilniga blivo
savienojumu izveidoSanas neapstradataja kontrolé palielina FL. Tadé] ir svarigi noteikt pielaujamo maksimalo
caurpladi neapstradatajas kontrolés (sk. 38. punktu par 0 % caurpludi). Tapat ka visos in vitro testos, Sinas laika
gaita var transforméties, tapéc ir biitiski testiem noteikt pasazu skaita diapazonus.

Dazos gadijumos pasreizgjo pielietojamibas jomu var paplasinat, tacu tikai péc tam, kad izanalizéta pétito testgjamo
kimikaliju paplasinata datu kopa, vélams, iegiita testé$ana (3). So testéSanas metodi pienacigi atjaunina, nemot véra
jaunu informaciju un datus.
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Laboratorijam, kas sik lietot So testéSanas metodi, jaiizmanto 3. papildindgjuma noraditas standartkimikalijas.
Laboratorija §is kimikalijas var izmantot FL testéSanas metodes izmantoSanas tehniskas kompetences
demonstrésanai pirms FL testéSanas rezultatu datu iesnieg$anas izmanto$anai normativajos aktos reglamentétajai
bistamibas klasifikacijai.

TESTA PRINCIPS

FL testéSanas metode ir uz citotoksicitati un $tnu funkciju balstits in vitro tests, ko veic ar MDCK CB997 kanalinu
epitélija $tnu konfluentu monoslani, audzétu uz puscaurlaidigiem insertiem, un kas modelé in vivo radzenes
epitélija fazi, kura $unas nevairojas. MDCK $inu linija ir labi zinama un veido blivos un desmosomalos
savienojumus, kas lidzinas tiem, kuri atrodas konjunktivas un radzenes apikalaja pusé. Blivie un desmosomalie in
vivo savienojumi nelauj radzenes epitélija iespiesties $kidinatajam kimikalijam un sveSiem materialiem. Blivo un
desmosomalo savienojumu bojajumu izraisits transepitelialas necaurlaidibas zudums ir viens no agrinajiem
notikumiem kimiski inducéta acu kairinajuma.

Testéjamo kimikaliju aplicé uz inserta apikalaja pusé audzétu $tnu konfluenta slapa. Regulari izmanto isu — 1 min
— ekspozicijas laiku, lai atspogulotu normalo klirensa atrumu cilvéka ekspozicijas gadijuma. Isa ekspozicijas laika
prieksrociba ir tada, ka vielas un maisijumus uz Gdens bazes var testét neatskaiditus, ja tos péc ekspozicijas perioda
var viegli nonemt. Tas lauj rezultatus tie$ak salidzinat ar kimisko ietekmi uz cilvékiem. Péc tam testgjamo
kimikaliju novac un uz 30 minfitém monoslana apikalajai pusei pievieno netoksisku, loti fluorescgjosu natrija
fluoresceina krasvielu. Bojajumus, ko testéjama kimikalija radijusi blivajiem savienojumiem, nosaka péc fluoresceina
daudzuma, kas noteikta laika perioda izplist cauri $tinu slanim.

Natrija fluoresceina krasvielas daudzumu, kas izpliist cauri monoslanim un inserta membranai un ieplast iedobé
eso$aja noteiktaja skiduma daudzuma (kura ieplast natrija fluoresceina krasviela), nosaka, iedobé spektrofluorime-
triski izmérot fluoresceina koncentraciju. Fluoresceina caurpliides (FL) daudzumu aprékina, pemot véra fluores-
cences intensitates (FI) nolasjjumus no divam kontrolém: tuk3as kontroles un maksimalas caurpliides kontroles. Pie
katras no testgjamai kimikalijai noteiktajam koncentracijam izsaka caurpliides procentualo daudzumu un lidz ar to
blivajos savienojumu bojajumu apjomu attieciba pret $im kontrolém. Aprékina FL,, (t. i, koncentraciju, kas izraisa
20 % FL, salidzinajuma ar vértibu, kas registréta neapstradatam konfluentam monoslanim un insertiem, kuros nav
$unu). Prognozes modeli, ar ko identificé acu korozijas un nopietna kairinajuma izraisitajus, izmanto FL,, (mg/ml)
vértibu (sk. 35. punktu).

Svariga testé§jamas kimikalijas toksicitates profila dala, ko novérté ari acu kairinajuma in vivo testa, ir rekuperacija.
Sakotngjo analizu dati liecina, ka dati par rekuperaciju (lidz 72 h péc eksponétibas kimikalijai), iesp&jams, varétu
palielinat INVITTOX protokola Nr. 71 prognozétspéju, bet ir nepiecieSsama turpmaka izvértéSana un papildu dati,
vélams, no papildu testiem (6). So testéSanas metodi pienacigi atjaunina, nemot véra jaunu informaciju un datus.

PROCEDURA

Siinu monoslana sagatavosana

MDCK CB997 $inu monoslani sagatavo, izmantojot subkonfluentas $iinas, ko audzé $tnu kultivéSanas kolbas
DMEM|uzturvielu maisijuma F12 (1x koncentrats ar L-glutaminu, 15 mM HEPES, kalciju (koncentracija 1,0-1,8
mM) un 10 % termiski aktivétu FCS/FBS). Svarigi: visam FL testa izmantotajam barotném/skidumiem jasatur kalcijs
koncentracija no 1,8 nM (200 mg/l) lidz 1,0 mM (111 mg/l), lai nodrosinatu bliva savienojuma veidosanos un
integritati. Lai nodrosinatu vienadu un reproducgjamu blivo savienojumu veido$anos, jakontrolé $anu pasazu skaita
diapazons. Vélamais $tnu pasazu diapazons péc atkauseSanas ir 3-30, jo $Gnam $aja pasazu diapazona ir lidziga
funkcionetspéja, un tas palidz ieglit reproducgjamus testa rezultatus.
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Pirms FL testeSanas metodes izpildes $iinas atdala no kolbas tripsinizéjot, centrifugé un pienaciga daudzuma uzsgj
24 iedobju plates insertos (sk. 1. papildingjumu). Sinu uzséSanai izmanto 12 mm diametra insertus ar jauktu
celulozes esteru membranu ar biezumu 80-150 pum un poru lielumu 0,45 pm. Validacijas pétjjuma tika izmantoti
MillicelllHA 12 mm inserti. Svarigas ir inserta un membranas tipa Ipasibas, jo tas var ietekmét $tinu augSanu un
kimisko saistiSanos. Atsevisku tipu kimikalijas var saistities ar MillicelllHA inserta membranu, kas var ietekmeét
rezultatu interpretaciju. Ja tiek izmantotas citas membranas, to lidzvértigums jademonstré ar standartkimikalijam
(sk. 3. papildinajumu).

Kimiska saistiSanas ar inserta membranu ir izplatitaka katjoniskam kimikalijam, piem., benzalkonija hloridam, ko
piesaista pozitivi uzladéta membrana (7). Kimiska saistiSanas ar inserta membranu var palielinat kimikalijas
ekspozicijas laiku, ka rezultata kimikalijas toksiskuma potencials var tikt novértéts parak augstu, bet var ari fiziski
samazinat fluoresceina caurpldi caur insertu, krasvielai saistoties ar katjonisko kimikaliju, kas saistijusies ar inserta
membranu, ka rezultata kimikalijas toksiskuma potencials var tikt novertéts parak zemu. To iesp&ams viegli
uzraudzit, atseviSku membranu ekspongjot testéjamas kimikalijas maksimalajai koncentracijai un péc tam uz
standarta laiku (bez $iinu kontroles) pievienojot natrija fluoresceina krasvielu normala koncentracija. Ja novérojama
natrija fluoresceina krasvielas saisti§anas, inserta membrana péc testéjama materiala noskalosanas izskatas dzeltena.
Tapeéc, lai bitu iespéjams interpretét kimikalijas ietekmi uz $tnam, ir batiski zinat testéjamas kimikalijas saistiSanas
ipasibas.

Péc $nu uzs€Sanas uz insertiem kimikalijas ekspozicijas laika jabit konfluentam monoslanim. Katrai iedobei
japievieno 1,6 x 105 $inas (400 pl $Gnu suspensijas ar blivumu 4 x 105 stnu/ml). Sados apstaklos konfluentu
monoslani parasti iegiist péc 96 stundam kultfira. Inserti pirms izséSanas vizuali jaanalizé, lai nodrosinatu, ka
jebkadi bojajumi, ko registré 30. punkta aprakstitaja vizualaja kontrole, radusies manipulaciju del.

MDCK $iinu kultiiras jaglaba inkubatoros mitrinata atmosféra pie 5 % * 1 % CO, un 37 + 1 °C. Stinas nedrikst biit
kontaminétas ar baktérijam, virusiem, mikoplazmu vai sénitém.

Test&jamo un kontroles kimikaliju aplicésana

Katra eksperimenta reiz€ jasagatavo svaigs test€jamas kimikalijas izejskidums, kas jaizmanto 30 mindsu laika péc
sagatavosanas. Test§jamas kimikalijas jasagatavo kalciju saturosa (1,0-1,8 mM koncentracija), fenolsarkano
nesaturo$§a HBSS, lai novérstu seruma proteinu saisti$anos. Pirms testéSanas janoverté kimikalijas skidiba 250 mg/
ml HBSS. Ja kimikalija $aja koncentracijz 30 mindites veido stabilu suspensiju vai emulsiju (t. i, saglaba
viendabigumu un nenosézas vai nesadalas vairakas fazes), HBSS var izmantot par $kidinataju. Tacu, ja tiek
konstatéts, ka kimikalija pie §s koncentracijas HBSS neskist, jaapsver iespéja izmantot citu testéSanas metodi, nevis
FL. Iespgju gadijumos, kad tiek konstatéts, ka kimikalija neskist HBSS, par $kidinataju izmantot vieglu mineralellu,
jaapsver piesardzigi, jo nav pieejami pietickami dati, lai izdaritu secinajumus par FL veiktsp&ju tados apstak]os.

Visas testgjamas kimikalijas sagatavo no izejskiduma sterila, kalciju saturosa (1,0-1,8 mM koncentracija),
fenolsarkano nesaturosa HBSS piecas fiksétas koncentracijas, kas atSkaiditas péc masas dalas: 1, 25, 100, 250 mg/
ml un neatskaidits vai piesatinats $kidums. Testéjot cietu kimikaliju, jaieklauj loti liela koncentracija — 750 mg/ml.
Sis koncentracijas kimikalija $Gnam var biit jaaplicé, izmantojot pozitivas izspiedes pipeti. Ja konstatétais
toksiskums ir 25-100 mg/ml robezas, divreiz jatesté sadas papildu koncentracijas: 1, 25, 50, 75, 100 mg/ml. No
$§im koncentracijam aprékina FL,, vértibu, ar noteikumu, ka ir izpilditi pienemamibas kritériji.
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Testgjamas kimikalijas aplicé konfluentajiem $Gnu monoslaniem péc $inu barotnes novakSanas un divreizéjas
noskaloanas ar sterilu, siltu (37 °C), kalciju saturo$u (1,0-1,8 mM koncentracija), fenolsarkano nesaturo§u HBSS.
Pirms tam filtrus vizuali parbaudita uz jebkadiem ieprieksgjiem bojajumiem, ko varétu kladaini piedévét
potencialam nesaderigumam ar testéjamam kimikalijam. Katrai test§jamas kimikalijas koncentracijai un kontrolém
katra izpildé jaizmanto vismaz tris replikati. Pé&c 1 min ekspozicijas istabas temperatiira test§jama kimikalija
piesardzigi janonem ar atsiik§anas metodi, monoslanis divreiz janoskalo ar sterilu, siltu (37 °C), kalciju saturosu
(1,0-1,8 mM koncentracija), fenolsarkano nesaturo$u HBSS un nekavgjoties jaizmera fluoresceina caurplide.

Katra testéSanas reizé jaizmanto paral€las negativas kontroles (NK) un pozitivas kontroles (PK), lai uzskatami
paraditu, ka monoslana integritaite (NK) un $tnu jutiba (PK) ir iepriek§ noteiktaja vésturiskaja pienemamibas
diapazona. leteicama PK kimikalija ir Brij 35 (CAS Nr. 9002-92-0) pie 100 mg/ml. Pie $adas koncentracijas biitu
jarodas aptuveni 30 % fluoresceina caurpliides (pienemamais fluoresceina caurplides, t. i., $inu slana bojajumu,
diapazons ir 20-40 %). leteicama NK kimikalija ir kalciju satuross (1,0-1,8 mM koncentracija), fenolsarkano
nesaturo$s HBSS (neapstradata, tuksa kontrole). Katra testéSanas reiz€ jaieklauj ari maksimalas caurpliides kontrole,
lai bitu iesp&ams aprékinat FL,, vértibas. Maksimalo caurplidi nosaka, izmantojot kontroles insertu, kura nav
sanu.

Fluoresceina caurlaidibas noteikSana

Talit péc testéjamo un kontroles kimikaliju novaksanas insertiem (piem., Millicell-HA) pievieno 400 pl 0,1 mg/ml
natrija fluoresceina $kiduma (0,01 % (masas) kalciju saturo$s [1,0-1,8 mM koncentracija], fenolsarkano nesatuross
HBSS). Kultaras 30 mindites tur istabas temperatiira. Péc inkubéSanas ar fluoresceinu insertus no katras iedobes
piesardzigi iznem. Katru filtru vizuali parbauda un registré visus bojajumus, kas radusies manipulaciju laika.

Caur monoslani un insertu caurplidusa fluoresceina daudzumu $kiduma, kas palicis iedobés péc insertu
iznemsanas, izsaka skaitliski. Spektrofluorimetra veic mérfjjumus ar ierosas un emisijas vilpa garumiem, attiecigi
485 nm un 530 nm. Spektrofluorimetra jutibai jabiit noregulétai ta, lai panaktu vislielako skaitlisko at3kiribu starp
maksimalo FL (inserts bez $inam) un minimalo FL (inserts ar konfluento monoslani, kas apstradats ar NK). Ta ka
izmantotie spektrofluorimetri atskiras, ieteicams izmantot jutibu, kas pie maksimalas fluoresceina caurpludes
kontroles sniedz fluorescences intensitati > 4 000. Maksimala FL vértiba nedrikst parsniegt 9999. Maksimalas
fluorescences caurpliides intensitatei jaietilpst izmantota spektrofluorimetra linedraja diapazona.

Rezultatu interpretéSana un prognozes modelis

FL daudzums ir proporcionals kimikalijas inducétajiem blivo savienojumu bojajumiem. Katras kimikalijas testétas
koncentracijas FL procentualo daudzumu aprékina no FL veértibam, kas iegiitas par testéjamo kimikaliju, nemot
véra FL vertibas no NK (nolasjums no $unu konfluenta monoslana, kas apstradats ar NK) un maksimalas
caurpliides kontroli (FL apjoma nolasijums cauri insertam, kura nav $anu).

Maksimalas caurpliides fluorescences vidéja intensitate = x.

0 % caurplides fluorescences vidgja intensitate (NK) = y.

Vidéjo 100 % caurplidi iegiist, no vidéjas maksimalas caurplades atpemot vidéjo 0 % caurpladi,

ti,x-y=z
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Caurplides procentudlo daudzumu pie katras fiksétas devas ieglist, no tris replikatu nolasjjumu fluorescences
vidgjas intensitates (m) atnemot 0 % caurplidi un $o vértibu izdalot ar 100 % nopladi, t. i., % FL = [(m-y) | z] x
100 %, kur:

m tris replikatu mérfjumu fluorescences vidéja intensitate izmantotajai koncentracijai;

% FL

$tnu slanim caurpladusa fluoresceina procentualais daudzums.
Lai aprékinatu, kada kimikalijas koncentracija izraisa 20 % FL, jaizmanto $ads vienadojums:

FL, = [(A-B) | (C-B)] x (M. —M,) + M,

kur:

D = inhibéSana ( %)

A = bojajums ( %) (20 % fluoresceina caurplide)
B = fluoresceina caurplide ( %) < A

C = fluoresceina caurplide ( %) > A

M. = C koncentracija (mg/ml)

M; = B koncentracija (mg/ml)

Talak sniegta FL,, robezvertiba prognozém, ka kimikalija izraisa acu koroziju | nopietnu kairinajumu:

FL,, (mg/ml) K&M saskana ar ANO GHS K&M saskana ar ES CLP K&M saskana ar ASV EPA

<100 1. kategorija 1. kategorija [ kategorija

K&M: klasificésana un markésana

FL testéSanas metodi ieteicams izmantot tikai Gdeni $kisto§u acu korozijas un nopietnu kairindgjumu izraisitaju
identificéSanai (ANO GHS 1. kategorija, ES CLP 1. kategorija, ASV EPA I kategorija) (sk. 1. un 10. punktu).

Lai tdeni $kistosas kimikalijas (vielas un maisjumus) (3) (6) (7) identificétu ka “nopietnus acu bojajumus
izraisitajus” (ANO GHS[ES CLP 1. kategorija) vai ka “acu korozijas vai nopietna kairinajuma izraisitajus” (ASV EPA
[ kategorija), testéjamajai kimikalijai jainducé FL,, vértiba, kas ir < 100 mg/ml.

Rezultatu pienemamiba

Maksimalas fluoresceina caurplades vidgjai vértibai (x) jabat lielakai par 4 000 (sk. 31. punktu), vid&ai 0 %
caurpladei (y) jabit vienadai ar vai zemakai par 300, un vid&jai 100 % caurplidei (z) jabat no 3 700 lidz 6 000.

Testu uzskata par pienemamu, ja pozitiva kontrole $inu slanim ir radijusi 20 %—40 % bojajumu (ko méra ka
fluoresceina procentualo caurpladi).

DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Dati

Par katru test€Sanas reizi tabulas veida jaattélo dati par atseviskam replikatu iedobém (piem., fluorescences
intensitates vértibas un dati par katrai testéjamai kimikalijai aprékinato procentudlo FL, ieskaitot klasifikaciju).
Turklat janorada ari katra atseviska replikata mérijjumu vidgjas vértibas + SN katra testéSanas reizeé.
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TestéSanas parskats
Testé$anas parskata jaieklauj talak noradita informacija.
Testgjamas un kontroles kimikalijas:

— kimiskais(-ie) nosaukums(-i), piem., Chemical Abstracts Service (CAS) izmantotais nosaukums un citi nosaukumi,
ja tadi ir zinami;

— kimikalijas CAS numurs, ja tads ir zinams;
— vielas vai maisjjuma tiriba un sastavs (masas procentos), ciktal §1 informacija ir pieejama;

— fizikalkimiskas ipasibas, kas attiecas uz testa norisi (piem., fizikalais stavoklis, gaistamiba, pH, stabilitate, skidiba
fideni, kimiska klase);

— test&jamo/kontroles kimikaliju sagatavosana pirms testéSanas, ja tada veikta (piem., sildi§ana, smalcinasana),
— uzglabasanas apstakli.

Izmantotas testeSanas metodes un protokola pamatojums

— Jaieklauj apsvérumi par testéSanas metodes pielietojamibas jomu un ierobezojumiem.

TesteSanas apstakli:

— izmantotas $iinu sistémas apraksts, tostarp autentiskuma sertifikats un $nu linijas mikoplazmas statuss;
— sikas zipas par izmantoto testéSanas procediiru;

— izmantota(-s) testéjamas kimikalijas koncentracija(-s),

— cik ilga bijusi ekspozicija testéjamajai kimikalijai;

— inkubacijas ar fluoresceinu ilgums;

— testéSanas procediiras modifikaciju apraksts, ja tadas bijusas;

— izmantoto izvértésanas kritériju apraksts;

— atsauce uz modela vesturiskajiem datiem (piem., negativas un pozitivas kontroles, attieciga gadijuma etalonkimi-
kalijas);

— informacija par laboratorijas pieradito tehnisko kompetenci.
Rezultati:

— tabulas veida apkopoti dati par individualam testéjamam kimikalijam un kontrolém par katru teste$anas reizi
un katru replikata mérfjumu (tostarp individuali rezultati, videjas vértibas un SN);

— iegiita(-s) klasifikacija(-s) ar noradi uz izmantoto prognozes modeli un/vai lémuma pienemsanas kritériju;
— jebkadas citas novérotas ietekmes apraksts.
Rezultatu iztirzajums

— Jaieklauj apsvérumi par neparliecino$u rezultatu (35. punkts: FL,; > 100 mg/ml) un turpmaku testé$anu.
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1. papildinajums

DIAGRAMMA: MDCK SUNAS, KO AUDZE UZ INSERTA MEMBRANAS FL TESTESANAS METODES
VAJADZIBAM

MDCK $inu konfluento slani audzé uz inserta puscaurlaidigas membranas. Insertus ievieto 24 iedobju plasu
iedobes.

Apical chamber media

Insert (containing fluorescein)

L i

Microporous
membrane

Basal chamber media - -

.

Cell monolayer

‘ Epithelial junctions remain
impermeable to fluorescein

Attéla avots: Wilkinson, PJ. (2006), Development of an in vitro model to investigate repeat ocular exposure, Ph.D.
Thesis, University of Nottingham, UK.
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2. papildinajums

DEFINICIJAS

Pareiziba: pakape, kada ar testéSanas metodi iegiito mérfjumu rezultati sakrit ar pienemtajam atsauces vértibam.
Tas ir testéSanas metodes veiktspgjas raksturlielums un viens no tas “relevantuma” aspektiem. So terminu bieZi
izmanto ar nozimi “konkordantums”, ar to domajot testéSanas metodes pareizo rezultatu ipatsvaru.

Kimikalija: viela vai maisjjums.

EPA 1. kategorija: kimikalijas, kuras rada korozivu ietekmi (acs audu neatgriezenisku noardisanos), radzenes
bojajumus vai kairinajumu, kas saglabajas ilgak par 21 dienu (2).

ES CLP (Regula (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisjjumu klasificeSanu, markéSanu un iepakosanu):
Eiropas Savieniba (ES) isteno ANO GHS sistemu kimikaliju (vielu un maisijumu) klasificésanai.

Pseidonegativu rezultatu ipatsvars: tas, cik liela dala no visim pozitivajam kimikalijam ar testéSanas metodi
aplami iznak negativas. Tas ir viens no testéSanas metodes veiktspéjas raksturlielumiem.

Pseidopozitivu rezultitu ipatsvars: tas, cik liela dala no visim negativajam kimikalijam ar testéSanas metodi
aplami iznak pozitivas. Tas ir viens no testéSanas metodes veiktspéjas raksturlielumiem.

FL,,: S0 parametru iesp&jams aplést, nosakot koncentraciju, pie kuras test§jama kimikalija izraisa 20 % fluoresceina
caurplidi cauri $tinu slanim.

Fluoresceina caurpliide: ar spektrofluorimetru izmérits fluoresceina daudzums, kas izpliist cauri $tinu slanim.

GHS (Apvienoto Naciju Organizacijas (ANO) kimikaliju klasificeSanas un markeésanas visparéeji saskanota
sistéma): sistéma, kura kimikalijas (vielas un maisjjumus) klasificé péc standartizétiem fizisko apdraudgjumu,
veselibas apdraudéjumu un vidisko apdraudgjumu tipiem un limepiem un kura paredz atbilstosus sazinas
elementus, piem., piktogrammas, signalvardus, bistamibas apzimé&jumus, drosibas prasibu apzimé&umus un drosibas
datu lapas, ar mérki sniegt informaciju par kimikaliju nelabvéligo ietekmi, lai aizsargatu cilvékus (tostarp darba
devéjus, darba néméjus, transporta darbiniekus, patérétajus un avarijas dienestu darbiniekus) un vidi.

GHS 1. kategorija: acs audu bojajumi vai nopietna fiziska redzes pasliktinasanas, kas rodas péc test&jamas
kimikalijas aplicéSanas uz acs prieks€jas virsmas un kas 21 dienas laika péc aplicéSanas nav pilnigi atgriezeniska.

Bistamiba: ipasiba, kas raksturo tadu agentu vai situaciju, kurai piemit potencials atstat nelabveligu ietekmi uz §im
agentam eksponétu organismu, sistému vai (apaks)populaciju.

Maisijums: ANO GHS konteksta — maisjjums vai $kidums, kas sastav no divam vai vairak vielam, kura tas
nereage.

Negativa kontrole: neapstradats replikats, kura ir visi testa sistémas komponenti. Ar $o paraugu rikojas tapat, ka
ar paraugiem, kas apstradati ar test§jamo kimikaliju, un citiem kontrolparaugiem, lai noteiktu, vai $kidinatajs
mijiedarbojas ar testa sistému.

Neklasificetas kimikalijas: kimikalijas, kuras nav klasificétas ANO GHS 1., 2.A vai 2.B kategorija, ES CLP 1. vai
2. kategorija vai ASV EPA 1, II vai IIl acu kairinajuma izraisitaju kategorija.

Acu korozijas izraisitajs: a) kimikalija, kas rada neatgriezeniskus acs audu bojajumus; b) kimikalijas, kuras ir
klasificétas ka ANO GHS 1. kategorijas, ES CLP 1. kategorijas vai ASV EPA I kategorijas acu korozijas izraisitajas.
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Acu kairinajuma izraisitajs: a) kimikalija, kas péc aplicésanas uz acabola prieksgjas virsmas acl rada atgriezeniskas
parmainas; b) kimikalijas, kas ir klasificétas ka ANO GHS 2.A vai 2.B kategorijas, ES CLP 2. kategorijas vai ASV
EPA 1I vai II kategorijas acu kairindjuma izraisitaji.

Nopietna acu kairinajuma izraisitajs: a) kimikalija, kas péc aplicéSanas uz acs priekséjas virsmas izraisa acs audu
bojajumus, kuri 21 dienas laika péc aplicéSanas nav atgriezeniski, vai kas izraisa nopietnu fizisku redzes paslikti-
nasanos; b) kimikalijas, kuras ir klasificétas k3 ANO GHS 1. kategorijas, ES CLP 1. kategorijas vai ASV EPA
[ kategorijas acu kairinajuma izraisitajas.

Pozitiva kontrole: replikats, kura ir visi testa sistémas komponenti un kur§ apstradats ar kimikaliju, par ko ir
zinams, ka ta izraisa pozitivu atbildreakciju. Lai biitu iespéa novértét pozitivas kontroles atbildreakcijas mainibu
laika, pozitivas atbildreakcijas intensitate nedrikstétu bt parlieku liela.

Standartkimikalijas: standartkimikaliju saraksta apaksgrupa, ar ko nepieredz&jusi laboratorija var pieradit savu
kompetenci izmantot validéto atsauces testéSanas metodi.

Relevantums: parametrs, kas raksturo testa attiecinamibu uz intereséjo$o ietekmi un to, vai testu lietot konkrétam
nolikam ir jégpilni un noderigi. Pakape, kada ar testu var pareizi izmérit vai prognozét interesgjoso biologisko
ietekmi. Relevantums ietver ari testéSanas metodes pareizibas (konkordantuma) aspektu (8).

Ticamiba: parametrs, kas izsaka, kada pakapé taja pasa vai cita laboratorija ilgaka laika, izmantojot to pasu
protokolu, var iegiit reproducgjamus rezultatus. To noverté, aprékinot metodes reproducéjamibu dazadas labora-
torijas un atkartojamibu taja pasa laboratorija.

Aizstajejtests: ikdiena lietota testa aizstaSanai paredzéts tests, kuru piepemts izmantot bistamibas identificéSanai
un/vai riska novértésanai, ar pieraditu sp&ju ekvivalenta vai labaka veida, salidzinot ar pienemto testu, nodrosinat
(péc vajadzibas) cilveka un dzivnieku veselibas vai vides aizsardzibu visas iesp&jamas testéSanas situacijas un ar
visam iesp&jamam kimikalijam.

Jutiba: tas, cik liela dala no visam pozitivajam/aktivajam kimikalijam ar testu tiek klasificétas pareizi. Tas ir tadas
testéSanas metodes pareizibas mérs, ar kuru ieglist kategorialus rezultatus, un svarigs faktors testé$anas metodes
relevantuma izvértésana (8).

Nopietni acu bojajumi: acs audu bojajumi vai nopietna fiziska redzes pasliktinasanas, kas rodas péc testéjamas
kimikalijas aplicéSanas uz acs priek3€jas virsmas un kas 21 dienas laika péc aplicéSanas nav pilnigi atgriezeniska.

Skidinataja/neséja kontrole: neapstradats paraugs, kura ir visi testa sistémas komponenti, tostarp $kidinatajs vai
neséjs, ko izmanto ar testéjamo kimikaliju apstradatajos paraugos un citos kontrolparaugos, un kuru izmanto, lai
noteiktu bazlinijas atbildreakciju paraugiem, kas apstradati ar attiecigaja $kidinataja vai nesgja izskidinatu testgjamo
kimikaliju. Ja testa izmanto ari paralélu negativo kontroli, $is paraugs parada ari to, vai $kidinatajs vai nesgjs
mijiedarbojas ar testa sistému.

Specifiskums: tas, cik liela dala no visam negativajam/neaktivajam kimikalijam ar testu tiek klasificétas pareizi. Tas
ir tadas testéSanas metodes pareizibas meérs, ar kuru ieglist kategorialus rezultatus, un svarigs faktors testéSanas
metodes relevantuma izveértesana.

Viela: ANO GHS konteksta tie ir dabiski radusies vai razoSanas procesa iegiiti kimiskie elementi un to savienojumi,
ieskaitot produkta stabilizacijai vajadzigas piedevas, ka ari izmantotajos procesos radusos piejaukumus, bet iznemot
skidinatajus, kurus var atdalit, neietekméjot vielas stabilitati un neizmainot tas sastavu.

Testéjama kimikalija: jebkura viela vai maisjjums, ko testé ar 3o testéSanas metodi.
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Daudzpakapju testéSanas stratégija: pakapeniskas testéSanas stratégija, kurd noteikta seciba parskata visu esoso
informaciju par testgjamo kimikaliju, katra pakapé izmantojot pieradijumu izsvérSanu, lai pirms parejas uz nakamo
pakapi noteiktu, vai ir pieejams pietickami daudz informacijas, lai pienemtu lémumu par bistamibas klasifikaciju. Ja
testéjamas kimikalijas kairinajuma izraisiSanas potencialu var noteikt, pamatojoties uz eso$o informaciju, papildu
testéSana nav javeic. Ja, pamatojoties uz esoSo informaciju, testéjamas kimikalijas kairinajuma izraisiSanas
potencialu noteikt nevar, ievéro pakapenisku secigu procediiru testéSanai ar dzivniekiem, lidz var viennozimigi
pienemt lémumu par klasifikaciju.

Validéta testéSanas metode: testéSanas metode, kuras relevantums (ieskaitot pareizibu) un ticamiba attieciba uz
lietosanu konkréta nolika ir parbaudita validacijas pétijumos. Jaievéro, ka validétas testéSanas metodes veiktspéja
pareizibas un ticamibas zina var nebat pietickama, lai to izmantotu paredzétajam noliikam (8).

Pieradijumu izsvérSana: process, kura izsver dazadu informacijas elementu stipras un vajas puses, censoties
izdarit un pamatot secinajumu par testéjamas kimikalijas bistamibas potencialu.
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3. papildinajums
FL TESTESANAS METODES STANDARTI,(IMIKALI]AS

Pirms §is testéSanas metodes regularas izmantoSanas laboratorijam vajadzétu pieradit savu tehnisko kompetenci to
izmantot, no acu korozijas viedokla pareizi klasificgjot 1. tabula ieteiktas 8 kimikalijas. Sis kimikalijas ir atlasitas ta,
lai tas reprezentétu viet€ja acu kairinajuma/korozijas atbildreakciju diapazonu, kura pamata ir in vivo tests ar trusa
acim (TG 405, TM B.5 (5)) (t. i., ANO GHS un ES CLP 1., 2.A, 2.B kategorija vai neklasificétas kimikalijas). Tomeér,
nemot véra FL testa validéto lietderigumu (t. i., acu korozijas | nopietna kairindjuma izraisitaju identificéSana), lai
apliecinatu kompetenci, izmantojami tikai divi klasificéSanas noltikiem izmantojami testa rezultati (korozivs|
nopietns kairindjums vai korozijas | nopietna kairindgjuma neesiba). Citi atlases kritériji bija kimikaliju pieejamiba
tirgdi, kvalitativu in vivo atsauces datu pieejamiba un kvalitativu ar FL testéSanas metodi iegiitu datu pieejamiba. Sa
iemesla de] standartkimikalijas tika izraudzitas no dokumenta “Fluorescein Leakage Assay Background Review
Document as an Alternative Method for Eye Irritation Testing” (8), kas tika izmantots FL testéSanas metodes
retrospektivaja validacija.

1. tabula

L112/179

Kimikalijas, kuras jeteicams izmantot, lai pieraditu tehnisko kompetenci izmantot FL testésanas metodi

Kimikalija CAS Nr. Kimiska klase (") Agregatsta- | In vivonklasifiké— In vitro Klasifikacija ()
voklis cija (9

Benzalkonija hlo- | 8001-54-5 | Onijsavienojums Skidrs 1. kategorija Korozijas | nopietna kairina-
1ids (5 %) juma izraisitajs
Prometazina hi- 58-33-3 | Amins/amidins, Ciets 1. kategorija Korozijas | nopietna kairina-
drohlorids heterociklisks juma izraisitajs

savienojums, or-

ganisks séra sa-

vienojums
Natrija hidroksids | 1310-73-2 | Sarms Skidrs 1. kategorija Korozijas | nopietna kairina-
(10 %) juma izraisitajs
Natrija laurilsul- 151-21-3 | Karbonskabe Skidrs 1. kategorija Korozijas | nopietna kairina-
fats (15 %) (sals) juma izraisitajs
4-karboksi-ben- 619-66-9 | Karbonskabe, al- Ciets 2(A) kategorija | Nav korozivs/nav stipri kairi-
zaldehids dehids noss
Amonija nitrats 6484-52-2 | Neorganisks sals Ciets 2(A) kategorija | Nav korozivs/nav stipri kairi-

noss
Etil-2-metilaceto- | 609-14-3 | Ketons, esteris Skidrs 2(B) kategorija | Nav korozivs/nav stipri kairi-
acetats noss
Glicerins 56-81-5 | Spirts Skidrs | Nekategorizéta | Nav korozivs/nav stipri kairi-
noss

Saisinajumi: CAS Nr. = Chemical Abstracts Service registra numurs

(') Kimiskas klases katrai testéjamai kimikalijai pieskirtas, izmantojot standarta klasifikacijas shému, kuras pamata ir National Li-
brary of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) klasifikacijas sistéma (pieejama http://www.nlm.nih.gov/mesh).

() Pamatojoties uz trusa acu in vivo testa rezultatiem (ESAO TG 405, TM B.5) un izmantojot ANO GHS un ES CLP sistemu.

(}) Pamatojoties uz rezultatiem, kas iegtiti ar FL (INVITTOX protokols Nr. 71(6)).
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B.62. Ziditaju “Komeétas” In Vivo Tests Sarmaina Vide

IEVADS

Si testeSanas metode (TM) ir ekvivalenta ESAO testéSanas vadlinijai (TG) Nr. 489 (2016). Sarmaina vidé veiktu
“kométas” (atsevis$ku Stinu gela elektroforézes) in vivo testu (comet assay) (turpmak teksta vienkar$i “komeétas tests”)
izmanto DNS kédes parravumu detektéSanai $tinas vai kodolos, kas izoléti no dazadiem dzivnieku, parasti grauzgju,
audiem, kuri eksponéti potenciali genotoksiskam(-iem) materialam(-iem). Komeétas tests ir parskatits, un dazadas
ekspertu grupas ir publicgjusas ieteikumus (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10). Si testéSanas metode ir dala no
genctiskas toksikologijas testeSanas metozu klasta. Ir izstradats ESAO dokuments, kas isi informé par testéSanu
genctiskaja toksikologija un sniedz parskatu par neseniem $is vadlinijas grozijumiem.

Komeétas testa mérkis ir identificét kimikalijas, kas izraisa DNS bojajumus. Sarmaina vidé (> pH 13) ar kométas
testu var detektét vienas keédes vai dubultkédes parravumus, kas radusies, piem., no tieas mijiedarbibas ar DNS,
sarmlabilam vietam vai sakara ar parejosiem DNS kédes parravumiem, kuri rodas DNS reparacija ar izgrieSanu
(eksciziju). Sie kédes parravumi var tikt reparéti, neradot paliekosu ietekmi, biit $iinai navéjosi vai nostabilizéties
par mutaciju, kas rada pastavigas dzivotspéjigas izmainas. Tie var ari radit hromosomalus bojajumus, ko ari asocié
ar daudzam cilveku slimibam, tostarp vézi.

2006.-2012. gada tika veikts oficials grauzé&ju in vivo komeétas testa validacijas izméginajums, ko koordingja Japanas
Alternativo metozu validéSanas centrs (JaCVAM) kopa ar Eiropas Alternativo metozu validéSanas centru (ECVAM),
Alternativo metoZu validéSanas starpagentiiru koordinacijas komiteju (ICCVAM) un NTP Starpagentiiru alternativo
toksikologisko metozu izvértesanas centru (NICEATM) (12). Si testéSanas metode ietver kométas testa ieteicamo
izmantojumu un ierobeZojumus, un tas pamata ir validacijas izméginajuma izmantotais galigais protokols (12) un
citi relevanti publicéti un nepublicéti (laboratoriju pasu dati — proprietary data) papildu dati.

Galveno terminu definicijas sniegtas 1. papildinajuma. Japiebilst, ka $aja testa var izmantot daudz dazadu platformu
(mikroskopu priek$metstiklinus, géla punktus, 96 iedobju plates u. c.). Ertibas labad turpmak dokumenta tiek
izmantots termins “priek§metstikling”, ta¢u ar to apzimé visas paréjas platformas.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

Komeétas tests ir metode, ar ko eikariotiskas $tinas méra DNS kédes parravumus. Atseviskas Siinas/kodolus, kas
ievietoti agarozé uz prieksmetstiklina, lizé ar detergentu un augsta sals koncentracija. Saja lizésanas posma tiek
saéstas §tinas un kodolu membranas, kas lauj atbrivoties savitam DNS cilpam, ko parasti sauc par nukleoidiem, un
DNS fragmentiem. Elektroforézé pie augsta pH rodas kométveidigas struktiiras, ko, izmantojot piemérotas fluores-
cences krasvielas, var novérot fluorescences mikroskopa; DNS fragmenti atkariba no izméra migré no kométas
“galvas” uz “asti”, un komeétas astes intensitate attieciba pret kopéjo intensitati (galva plus aste) atspogulo DNS
parravumu daudzumu (13) (14) (15).

Kométas in vivo tests, ko veic sarmaina vidé, ir ipasi relevants genotoksiskas bistamibas novértésana, jo $aja testa
atbildreakcijas ir atkarigas no in vivo ADME (absorbcija, izplatiSanas, metabolisms un izdaliSanas) un ari no DNS
reparacijas procesiem. Atkariba no $tinam, audiem un DNS bojajumu veida tie var bat at3kirigi.

Lai izpilditu dzivnieku labturibas prasibas, jo Ipasi — samazinatu izmantoto dzivnieku skaitu (ta saucamie 3R
principi — aizstaSana, samazinasana, pilnveide [Replacement, Reduction, Refinement]), $o testu var ari integrét citos
toksikologiskos pétjjumos, piem., atkartotas devas toksiskuma pétjjumos (10) (16) (17), vai ta beigupunktu var
apvienot ar citiem genotoksicitates beigupunktiem, piem., no ziditaju eritrocitu mikrokodolu in vivo testa (18) (19)
(20). Komeétas testu visbiezak veic ar grauz€jiem, kaut arl tas ir izmantots ari citam ziditaju sugam un sugam, kas
nav ziditdji. Katra atseviska gadjjuma zinatniski un &tiski japamato tadu sugu izmantosana, kas nav grauzgji, un
Ipasi ieteicams kométas testu ar sugam, kas nav grauzgji, veikt vienigi ka dalu no cita toksicitates pétijuma, nevis ka
atsevisku testu.
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Ekspozicijas cel§ un pétamie audi jaizvélas, pamatojoties uz visam pieejamajam/eso$ajam zindanam par
testéjamam kimikalijam, piem., planoto/paredzamo cilvéka eksponétibas celu, metabolismu un izplati§anos,
potencialu ietekmét saskares vietu, strukturaliem bridinajumiem, citiem genotoksicitates vai toksiskuma datiem un
pétijuma mérki. Tadgjadi attieciga gadijuma mérkaudos var analizét testéjamo kimikaliju genotoksisko potencialu
attieciba uz to kancerogénu un/vai cita veida toksisku ietekmi. Uzskata, ka ar So testu var arl sikak izpétit in vitro
sisttma detektétu genotoksicitati. Ir lietderigi veikt interesgjosu audu komeétas in vivo testu, ja ir pamats gaidit, ka
intereséjosie audi tiks pienacigi eksponéti.

Sis tests starplaboratoriju salidzinosaja testeSana visplasak ir validéts attieciba uz Zurku tévinu somatiskajiem
audiem, piem., JaCVAM izméginajuma (12) un Rothfuss et al., 2010 (10). JaCVAM starptautiskaja validacijas
izmégindjuma tika izmantotas aknas un kungis. Aknas tika izmantotas tapéc, ka tas ir visaktivakais organs
kimikaliju metabolisma joma un bieZi vien ari kancerogenitates mérkorgans. Kungis tika izmantots tapéc, ka
kimikalijam ta péc oralas ekspozicijas parasti ir pirma saskares vieta, kaut ari par saskares audiem jauzskata ari
citas kupga un zarnu trakta vietas, piem., divpadsmitpirkstu zarna un tuksa zarna, ko varétu uzskatit par cilvékiem
relevantaku neka grauzéju kunga dziedzerdalu. Jartipgjas, lai tadi audi netiktu eksponeti parliecku augstam
testéjamas kimikalijas koncentracijam (21). Sis panémiens principa ir izmantojams jebkuriem audiem, no kuriem
iesp€jams iegat analiz&jamas atsevisku $tinu/kodolu suspensijas. Vairaku laboratoriju pasu dati apliecina ta sekmigu
izmantoSanu daudziem dazadiem audiem, un ir daudz publikaciju, kas apliecina 33 panémiena pielietojamibu
organiem vai audiem, kas nav aknas un kungis, piem., tuksajai zarnai (22), nierém (23) (24), adai (25) (26) vai
urinpaslim (27) (28), plausam un bronhoalveolaras lavazas $inam (kas ir relevanti pétjjumiem par ieelpotam
kimikalijam) (29) (30), un ar vairakiem organiem ir ari veikti testi (31) (32).

Kaut ari var pastavét interese par genotoksisko ietekmi uz gonocitiem, janem véra, ka sarmaina vidé veikts kométas
standarta tests, ka aprakstits $aja testéSanas metod€, netiek uzskatits par piemérotu DNS kédes parravumu
mérisanai nobriedusos gonocitos. Ta ka literatiras parskata par kométas testa izmantoSanu attieciba uz genotoksi-
citati gonocitiem (33) tika zinoti augsti un mainigi fona limeni, tiek uzskatits, ka javeic protokola grozijumi un
jauzlabo standartizacijas un validacijas pétjjumi, pirms testéSanas metodé var ieklaut kométas testu attieciba uz
nobriedusiem gonocitiem (piem., spermatozoidiem). Turklat $aja testéSanas metodé aprakstitais ieteicamais
ekspozicijas rezims nav optimals, un, lai veiktu pilnvértigu analizi par DNS kédes parravumiem nobriedusos
spermatozoidos, bitu nepiecieSami garaki ekspozicijas vai paraugoSanas laiki. Ar kométas testu izmérita
genotoksiska ietekme seklinieku $tnas dazados diferenciacijas posmos ir aprakstita literatara (34) (35). Tomer
japiebilst, ka gonadas satur gan somatiskas $iinas, gan gonocitus. $a iemesla dé| pozitivi rezultati vesela gonada
(sekliniekos) ne vienmér atspogulo gonocitu bojajumus; tomér tie norada, ka testéta(-s) kimikalija(-s) un/vai tas
metaboliti ir gonadu sasniegusi.

Kométas testa standarta eksperimentalajos apstaklos nav iespgjams ticami detektét Skeérssaites. Noteiktos
modificétos eksperimenta apstaklos iespéjams detektét DNS-DNS un DNS—proteina $kérssaites un citas bazu
modifikacijas, piem., oksidétas bazes (23) (36) (37) (38) (39). Tacu bitu javeic papildu darbs, lai pienacigi
raksturotu, ka jagroza protokols. Lidz ar to $eit aprakstita testa primarais mérkis nav $kérssaiSu agentu detekcija.
Sis tests, pat ar modifikacijam, nav piemérots aneigénu noteiksanai.

Nemot véra pasreizgjas zinaSanas, ar kométas in vivo testam ir vairaki papildu ierobezojumi (sk. 3. papildinajumu).
Paredzams, ka $i testéSanas metode nakotné tiks parskatita un nepiecieSsamibas gadijuma parstradata, nemot vera
gito pieredzi.

Pirms §is testéSanas metodes izmanto$anas maisijumam, lai iegtu datus kadam normativajam meérkim, jaapsver,
vai un kade] ta varétu sniegt minétajam mérkim piemérotus rezultatus. Ja pastav normativa prasiba maisfjumu
testét, tada apsvérSana nav vajadziga.
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METODES PRINCIPS

Dzivniekus piemérota cela eksponé test€jamajai kimikalijai. Devu doSanas un paraugosanas siks apraksts ir sniegts
36.—40. punkta. Izvelétaja(-os) paraugoSanas laika(-os) intereséjosos audus izpreparé un sagatavo atsevisku $inuf
kodolu suspensijas (ja tas Skiet lietderigi, var veikt in situ perfiziju, piem., aknas), ko ievieto miksta agara, lai tas
imobilizétu uz prieksmetstikliniem. Siinas/kodolus apstrada ar lizes buferskidumu, lai nonemtu @inas un/vai kodola
membranu, un eksponé spécigam sarmam, piem., pH213, lai lautu DNS atraisities un atbrivotu atviju$as DNS
cilpas un fragmentus. Péc tam agara veic kodola DNS elektroforézi. Normalas, nefragmentétas DNS molekulas
agara paliek sava vietd, kura atradas kodola DNS, savukart DNS fragmenti un atvijusas DNS cilpas migré uz anoda
pusi. Péc elektroforézes DNS vizualizé, izmantojot pienacigu fluorescgjosu krasvielu. Preparatus analizé ar
mikroskopu un ar pilniba vai dalgji automatiskam attélu analizé$anas sisttmam. DNS migracijas apmérs un
attalums elektroforézes laika atspogulo DNS fragmentu daudzumu un izméru. Kométas testam ir vairaki
beigupunkti. DNS bojajumu novértésana ieteikts izmantot DNS daudzumu asté (DNS procentualo daudzumu asté
vai procentualo astes intensitati) (12) (40) (41) (42). Péc pietickama kodolu skaita analizes datus analizé ar
attiecigajam metodém, lai izvertétu testa rezultatus.

Japiebilst, ka ir konstatéts, ka dazadu §is metodologijas aspektu grozisana, tostarp paraugu sagatavoana, elektro-
forézes apstakli, vizualas analizes parametri (piem., krasvielas intensitate, mikroskopa spuldzes gaismas intensitate
un mikroskopa filtru un kameras dinamikas izmantosana) un vides apstakli (piem., fona apgaismojums), var
ietekmét DNS migraciju (43) (44) (45) (46).

LABORATORIJAS KVALIFIKACIJAS VERIFICESANA

Katrai laboratorijai japierada eksperimenta veikSanas kompetence attieciba uz kométas testu, pieradot spéju iegiit
pietickami kvalitativas katras izmantotas sugas katra merkaudu veida atsevisku $tnu vai kodolu suspensijas.
Preparatu kvalitati vispirms izvérté péc DNS procentuald daudzuma asté ar nes€ju apstradatu dzivnieku $tinas, kam
jabut reproducéjama zema diapazona. Pasreiz§jie dati liecina, ka grupas vidgai procentudlajai DNS aste
(pamatojoties uz medianu vidéjam vértibam — sikaku informaciju par siem terminiem sk. 57. punkta) Zurku aknas
nebiitu vélams parsniegt 6 %, kas atbilstu JaCVAM validacijas pétjjuma (12) un citos publicétajos un pasu datos
registrétajam veértibam. Patlaban nav pietickami daudz datu, lai sniegtu ieteikumus par citu audu optimalajiem vai
pienemamajiem diapazoniem. Tas neliedz izmantot citus audus, ja tas ir pamatoti. TestéSanas parskata jasniedz
pienacigs parskats par kométas testa veiktspéju Sajos audos, atsaucoties uz publiceto literatiru vai pasu datiem.
Pirmkart, kontrolés ir vélams pandkt zemu diapazonu procentuilajai DNS dalai ast€, lai nodro§inatu pietiekami
dinamisku diapazonu pozitivas ietekmes detektéSanai. Otrkart, katrai laboratorijai ar dazadiem panémieniem, kas
ierosinati 1. tabula (29. punkts), jaspgj reproducét paredzétas tieSo mutagénu un promutagénu atbildreakcijas.

Pozitivas vielas var izvéléties, pieméram, no JaCVAM validacijas izmégindjuma (12) vai citiem publicétajiem datiem
(sk. 9. punktu), attiecigd gadijuma sniedzot pamatojumu, un izvélas tadas, kuras interesgjoSos audos rada
viennozimigi pozitivu atbildreakciju. Japarada arl spéja detektét zinamu mutagénu, piem., EMS, vdju ietekmi pie
zemam devam, piem., nosakot devas—atbildreakcijas sakaribas ar atbilstosu devu skaitu un atstatumiem. Sakotngji
centieni jakoncentré uz kompetences apliecina§anu darba ar visplasak izmantotajiem audiem, piem., Zurku aknam,
ja ir iesp&jams rezultatus salidzinat ar esoSajiem datiem un gait paredzétos rezultatus (12). Vienlaikus var apkopot
datus par citiem audiem, piem., kungi | divpadsmitpirkstu zarnu | tukSo zarnu, asinim u. c. Laboratorijai japierada
kompetence darba ar katriem katras sugas audiem, ko ta plano pétit, un japierada, ka ta ar zinamu mutagénu
(pieméram, EMS) minétajos audus var izsaukt pienemamu pozitivu atbildreakciju.

Nesgja/negativas kontroles dati jaapkopo, lai pieraditu negativo datu atbildreakciju reproducgjamibu un
nodro$inatu, ka §i testa tehniskie aspekti tikusi pienacigi kontroléti, vai konstatétu, ka nepieciesams atkartoti
noteikt vésturisko kontrolu diapazonus (sk. 22. punktu).
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Japiebilst, ka, kaut ari dazadus audus iesp&jams iegiit autopsija un apstradat kométas testa vajadzibam, laboratorijai
jabat kvalificétai dazadu audu ieguvé no viena dzivnieka, tadéjadi nodrosinot, ka netiek zaudéts neviens iesp&jamais
DNS bojajums un kométas tests netiek ietekméts negativi. Iz8kiross var bat laiks no eitanazijas lidz apstradei
paredzéto audu nonemsanai (sk. 44. punktu).

Attistot §3 testa veik3anai nepiecieSamo kompetenci, janem véra dzivnieku labturiba, tadé] attistot kompetenci
dazadajos 32 testa aspektos, var izmantot citos testos izmantoto dzivnieku audus. Turklat jaunas testéSanas metodes
ieviesanas laika laboratorija nav obligati javeic pilns pétjjums un vajadzigo prasmju uzlaboSanai var izmantot
mazak dzivnieku vai testa koncentraciju.

Dati par vesturiskajam kontrolém

Kompetences noskaidrosanas gaita laboratorijai jaizveido vésturisko datu baze, lai noteiktu attiecigo audu un sugu
pozitivo un negativo kontrolu diapazonus un sadaljjumus. leteikumi par vésturisko datu apkopoSanu un
izmantoSanu (t. i., kriteriji datu ieklauSanai vesturiskajos datos un izslégsanai no tiem un konkréta eksperimenta
pienemamibas kritériji) atrodami literatiira (47). Dazadi audi un dazadas sugas, ka ari dazadi nesgji un ievadiSanas
celi var dot dazadas negativo kontrolu veértibas procentualajai DNS dalai asté. Tapéc ir svarigi katriem audiem un
katrai sugai noteikt negativo kontrolu diapazonus. Lai noteiktu laboratorijas datu variabilitati un paraditu, ka
laboratorija §1 metodologija “tiek kontroléta”, laboratorijam jaizmanto kvalitates kontroles metodes, piem., kontrol-
diagrammas (piem., C diagrammas vai X joslu diagrammas (48)). Var bt nepiecieSams arl piemérotu pozitivas
kontroles vielu, devu diapazonu un eksperimentalo apstaklu (piem., elektroforézes apstaklu) izvéli optimizét ta, lai
detektétu vaju ietekmi (sk. 17. punktu).

Jebkadas izmainas eksperimenta protokola jaapsver, nemot véra to atbilstibu laboratorijas esoajam vésturisko
kontrolu datubazem. Jebkadu batisku neatbilstibu gadijuma javeido jauna vesturisko kontrolu datubaze.

METODES APRAKSTS

SagatavoSanas

Dzivnieku sugas izvele

Jaizmanto veseli, jauni pieaugusi tipisku laboratorijas celmu grauzgji (apstrades sakuma 6-10 nedélas veci, bet ir
piepemami ari mazliet vecaki dzivnieki). Grauzéju sugas izvéles pamata jabit tam, i) kadas sugas izmantotas citos
toksiskuma pétijumos (lai biitu iespéjams korelét datus un varétu pétijumus integrét), i) kadam sugam kanceroge-
nitates pétijuma radusies audzéji (kancerogéniska mehanisma péti§ana) vai iii) kuras sugas metabolisms ir visrele-
vantakais cilveka metabolismam, ja tas ir zinams. Sim testam parasti izmanto Zurkas. Tomér var izmantot citas
sugas, ja tas ir €tiski un zinatniski pamatoti.

Dzivnieku turésanas un baroSanas apstakli

Telpa, kura tur eksperimenta dzivniekus, idedla gadijuma jabat 22°C (£ 3°C) temperatirai. Ideala gadijuma
relativajam mitrumam jabit 50-60 % robezas, bet katra zina vismaz 30 % un, vélams, ne augstakam par 70 %,
iznemot telpu uzkopsanas laiku. Dzivniekus 12 stundas diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas —
tumsa. Var izmantot parasto laboratorijas baribu ar neierobezotu piekluvi dzeramajam tdenim. Baribas izvéli var
ietekmét vajadziba tai piemaisit testgjamo kimikaliju, ja kimikaliju ievada $ada cela. Ja nav gaidama agresiva
uzvediba, grauzgji jatur nelielas (parasti ne vairak par pieciem vienkopus) viena dzimuma dzivnieku grupas. Vienigi
tad, ja tas ir zinatniski pamatoti, dzivniekus var turét atseviski. P&c iespéjas jaizmanto cietas gridas, jo rezga gridas
var radit nopietnus ievainojumus (49). Janodrosina pienacigs vides bagatindjums.
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Dzivnieku sagatavosana

Dzivniekus kontroles un apstrades grupas iedala nejausi. Dzivniekus unikala veida identificé un vismaz piecas
dienas pirms apstrades sakSanas aklimatizé laboratorijas apstakliem. Jaizmanto vismazak invaziva dzivnieku
unikalas identificéSanas metode. Piemérotas metodes ir, piem., apgredzeno$ana, krotalijas, mikroshémas ievietosana
un biometriska identificéSana. Ausu vai pirkstu apgrieSana $ajos testos nav zinatniski pamatota. Birus izvieto ta, lai
iespéjami mazinatu biru novietojuma varbiitéjo ietekmi. Pétjluma sakuma dzivnieku svara atskiribam jabit
minimalam un tas nedrikst parsniegt = 20 %.

Devu sagatavosana

Pirms dzivniekiem dot devas, cietas test§jamas kimikalijas jaizskidina vai jasuspendé piemérotos nes€jos vai
japiejauc baribai vai dzeramajam #idenim. Skidras testgjamas kimikalijas var dot tidas pasas vai pirms dosanas
at$kaidit. Atkariba no testgjamas kimikalijas fizikalkimiskajam ipasibam inhalativa ekspozicija var notikt ar gazi,
tvaiku vai cietu/skidru dalinu aerosolu (50) (51).

Ja vien dati par testéjamas kimikalijas preparatu stabilitati neliecina, ka tos var uzglabat, un neparedz pienacigus
uzglabasanas apstak]us, jaizmanto svaigi pagatavoti preparati.

Testésanas apstakli

Nesejs

Lietotajas devas nes€jam nedrikst biit toksiskas ietekmes un tas nedrikst biit sp&jigs reagét ar testgjamo kimikaliju.
Ja tiek izmantoti citi, mazak izpétiti nes€ji, to ietverSana japamato ar atsauces datiem par to saderibu ar testa
dzivnieku, ievadiSanas celu un beigupunktu. Kad vien iesp&ams, vispirms jaapsver, vai neizmantot $kidinataju vai
nes€ju uz Gdens bazes. Janem vera, ka daZi nesgji (jo ipasi viskozi nes€ji) saskares vieta var izraisit iekaisumu un
palielinat DNS kédes parravumu fona limenus, jo Ipasi, ja ievadiSanu veic vairakkart.

Kontroles

Pozitvas kontroles

Sobrid katra testa parasti jiizmanto grupa ar vismaz 3 analiz&jamiem viena dzimuma dzivniekiem vai, ja izmanto
abus dzimumus, abu dzimumu dzivniekiem (sk. 32. punktu), ko apstrada ar pozitivas kontroles vielu. Nakotné
varbat biis iespéjams pieradit pienacigu kompetenci un vajadzibu péc pozitivam kontrolém ta samazinat. Ja tiek
izmantoti vairaki paraugosanas laiki (piem., ar vienas ievadiSanas protokolu), pozitivas kontroles jaieklauj tikai
viena paraugosanas laika, bet janodrosina lidzsvarots plans (sk. 48. punktu). Paralélas pozitivas kontroles vielas nav
jaievada tada pasa cela ka testéjama kimikalija, tacu ir svarigi to paSu celu izmantot, mérot ietekmi saskares vieta.
Jabut pieraditam, ka pozitivas kontroles vielas visos attieciba uz test§jamo kimikaliju interesgjosajos audos inducé
DNS kédes parravumus, un loti iespéjams, ka par pozitivo kontroli tiks izraudzita EMS, jo ta ir izraisjjusi DNS
kédes parravumus visos pétitajos audos. Pozitivas kontroles vielu devas jaizvélas ta, lai raditu vidéju ietekmi, kas
dotu iespéju kritiski noveértét testa veiktspéju un jutibu, un to izvélé var balstities uz laboratorijas kompetences
apliecinasanas laika izstradatajam devas-atbildreakcijas likném. Procentualajai DNS dalai asté paralélas pozitivas
kontroles dzivniekos jasakrit ar diapazonu, kas laboratorija ieprieksnoteikts attiecigajiem audiem un attiecigas sugas
paraugosanas laikam (sk. 16. punktu). Pozitivas kontroles vielu un dazu to mérkaudu (grauzgjiem) piemeéri sniegti
1. tabula. Vielas, kuras nav noraditas 1. tabula, var izvéléties, ja tas ir zinatniski pamatoti.



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112/185

1. tabula

Pozitivas kontroles vielu un dazu to mérkaudu pieméri

Vielas un CAS Nr.

Etilmetansulfonats (CAS Nr. 62-50-0) jebkuriem audiem

Etilnitrozourinviela (CAS Nr. 759-73-9) aknam un kungim, divpadsmitpirkstu zarnai vai tuksajai zarnai

Metilmetansulfonats (CAS Nr. 66-27-3) aknam, kungim, divpadsmitpirkstu zarnai vai tukSajai zarnai, plausu un
bronhoalveolaras lavazas (BAL) $inam, nierém, urinpiislim, plausam, sékliniekiem un kaulu smadzeném/asinim

N-metil-N"-nitro-N-nitrozoguanidins (CAS Nr. 70-25-7) kungim, divpadsmitpirkstu zarnai vai tuksajai zarnai

1,2-dimetilhidrazins 2HCI (CAS Nr. 306-37-6) aknim un zarnam

N-metil-N-nitrozourinviela (CAS Nr. 684-93-5) aknam, kaulu smadzeném, asinim, nierém, kungim, tuksajai zarnai
un smadzeném.

Negativas kontroles

Negativas kontroles dzivnieku grupa, kas apstradata tikai ar neséju, bet citadi apstradata tapat ka apstrades grupas,
katra testa jaieklauj par katru paraugoSanas reizi un audiem. DNS procentualajai dalai asté negativas kontroles
dzivniekos jaietilpst fona diapazona, kas laboratorija iepriek$noteikts katriem audiem un attiecigas sugas
paraugosanas laikam (sk. 16. punktu). Ja nav vésturisku vai publicétu kontroles datu, kas parada, ka izvélétais
nesgjs, ievadisanas reizu skaits vai ievadiSanas cel$ neinduce kaitigu vai genotoksisku ietekmi, pirms pilna pétjjuma
veikSanas javeic sakotngji pétijumi, lai noteiktu neséja kontroles pienemamibu.

PROCEDURA

Dzivnieku skaits un dzimums

Kaut ari par matitém ir parak maz datu, lai varétu abus dzimumus salidzinat kométas testa izpildes konteksta, citas
in vivo genotoksicitates atbildreakcijas kopuma tévinos un matités ir lidzigas, tapéc lielako dalu peétjjumu var veikt
ar jebkura dzimuma dzivniekiem. Dati, kas liecinatu par relevantam atskiribam starp téviniem un matitém (piem.,
atkiribam, kas saistitas ar sistémisko toksicitati, metabolismu, biopieejamibu u. c., piem., diapazona noteiksanas
pétijuma), mudinatu izmantot abus dzimumus. Tada gadijuma var bit lietderigi veikt pétjjumu ar abu dzimumu
dzivniekiem, piem., atkartotas devas toksicitates pétijuma ietvaros. Izmantojot abu dzimumu dzivniekus, var bit
lietderigi izmantot faktorialo planu. Sikaka informacija par to, ka analizét datus, izmantojot $o planu, ir sniegta
2. papildinajuma.

Sakot pétijumu (un kompetences pieradiSanas laika), jaizveido tadas grupas, lai katra grupa butu vismaz
5 analiz§jami viena dzimuma dzivnieki vai, ja tiek izmantoti abi dzimumi, katra dzimuma dzivnieki (paralélaja
pozitivaja kontrolgrupa mazak — sk. 29. punktu). Gadjjumos, kad cilvéka organisma eksponétiba kimikalijam var
biit atskiriga atkariba no dzimuma, ka ir, pieméram, ar daziem farmaceitiskajiem preparatiem, testu veic ar attieciga
dzimuma dzivniekiem. Ar piemeru ilustréjot maksimala tipiska dzivnieku skaita prasibas — atbilstigi 33. punkta
paredzétajiem parametriem pétijuma ar trim devu grupam un paral€lam negativajam un pozitivajam kontrolém
(pieci viena dzimuma dzivnieki katra grupa) batu nepiecie$ami 25-35 dzivnieki.
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APSTRADES KARTIBA

Dzivnieki 2 vai vairak dienas ik dienas jaapstrada (t. i., divas vai vairak apstrades ar apméram 24 stundu intervalu),
un paraugo$ana javeic vienu reizi 2—6 stundas (vai T, ) péc pédgjas apstrades (12). Ir pienemami paraugi no
garakiem devu doSanas reZimiem (piem., devu doana katru dienu 28 dienas péc kartas). Ir pieradits, ka kométas
tests un eritrocitu mikrokodolu testi ir veiksmigi apvienojami (10) (19). Tomér ripigi janem véra logistika, kas
saistita ar audu paraugoSanu kométas testa vajadzibam, lidzas audu paraugoSanas prasibam citu veidu toksikologi-
skajiem novértgjumiem. Vairuma gadijjumu nav pienemami veikt ievaksanu 24 stundas péc pédéjas devas dosanas,
kas ir raksturigi visparéjiem toksiskuma pétjjumiem (sk. 40. punktu par paraugosanas laiku). Citu apstrades un
paraugoSanas grafiku izmantosana japamato (sk. 3. papildindjumu). Pieméram, var izmantot vienu apstradi ar
vairakkart&ju paraugo$anu, tacu janem véra, ka pétjjuma, kura paredzéta viena ievadiSana, blis nepiecieSams vairak
dzivnieku, jo bis javeic vairakas paraugoSanas, bet atseviskos gadjjumos tas var bat vélami, pieméram, kad
test§jama kimikalija p&c atkartotas ievadiSanas inducé parmeérigu toksiskumu.

Neatkarigi no ta, ka tests tiek veikts, tas ir pienemami, ja vien test§jama kimikalija rada pozitivu atbildreakciju
vai — negativa pétijuma gadijuma — ir ieghti tie$i vai netie$i pieradijumi, ka meérkaudi ir eksponéti vai uz tiem
atstata toksiska ietekme, vai sasniegta robezdeva (sk. 36. punktu).

Testéjamas kimikalijas devu var dot arl daltti, t. i, divreiz viena un taja pasa diena ar ne vairak ka 2-3 stundu
starpibu, kas var biit vajadzigs gadijumos, kad jaievada liels tilpums. Sados apstaklos paraugosanas laiks japlano,
pamatojoties uz pédejas devas ievadisanas laiku (skatit 40. punktu).

Devu limeni

Ja tiek veikts iepriek3gjs diapazona noteikSanas pétjjums, jo no citiem relevantiem pétjjumiem nav pieejami
pieméroti dati, kas palidzétu izvéléties devu, tas javeic taja pasa laboratorija, izmantojot to paSu sugu, celmu,
dzimumu un apstrades rezimu, kas tiks izmantots galvenaja pétijuma, saskana ar pareizéam pieejim devu
diapazona noteikSanas pétjjumu veik§ana. Petijums javeic ar mérki identificét maksimalo panesamo devu (MTD),
kas ir deva, kura pétjjuma ilgumam atbilstosa laika izraisa nelielu toksisku ietekmi (piem., tadas skaidras kliniskas
pazimes ki anormala uzvediba vai reakcijas, neliela kermena svara samazinaSanas vai citotoksicitate mérkaudos),
bet neizraisa navi vai tadas sapju, cieSanu vai diskomforta pazimes, ka de| batu javeic eitanazija. Attieciba uz
testéjamo kimikaliju, kas nav toksiska un kuras ievadiSanas periods ir 14 vai vairak dienas, maksimala (robez)deva
ir 1 000 mg/kg kermena svara diena. Attieciba uz 14 dienu vai isaku ievadiSanas periodu maksimala (robez)deva ir
2 000 mg/kg kermena svara diena. Atseviskiem testgjamo kimikaliju veidiem (piem., cilvéku zalém), uz kuriem
attiecas konkrétas prasibas, §is robezas var atskirties.

Kimikalijas, pie kuram novérojams toksikokinétisko procesu piesatindgjums vai kuras inducé detoksifikacijas
procesus, kas péc ilgtermina ievadiSanas var radit eksponétibas samazinajumu, var but devu noteik3anas kritériju
iznémumi, un katrs gadijums jaizvérté atseviski.

Attieciba uz ak@itam un subak@itam komeétas testa versijam, lai paraditu ar devu saistitas atbildreakcijas, papildus
maksimalajai devai (MTD, maksimalajai praktiskajai devai, maksimalajai eksponétibai vai robeZdevai) katram
paraugosanas laikam jaizvélas lejupgja sekvence ar vismaz diviem papildu devu limenpiem pienaciga atstatuma
(vélams, lai atstatums neparsniegtu 10). Tomér izmantotajiem devu limeniem batu arl jaaptver diapazons, kas
aptver gan maksimalo devu, gan devu, kas ir maztoksiska vai netoksiska. Ja pie visiem testétajiem devu limeniem
tieck novérota toksiska ietekme uz mérkaudiem, ieteicams veikt vél vienu pétjjumu ar netoksiskam devam (sk. 54.—
55. punktu). Pétfjumos, kuros planots pilnigak izmeklét devas—atbildreakcijas liknes formu, var biit nepiecieSams
izmantot papildu devu grupu(-as).



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L112/187

Devu ievadiSana

Testa planosana janem véra, kads varétu bt cilvéka ekspozicijas cels. Ja vien tas ir pamatoti, var izvéléties dazadus
ekspozicijas celus, piem., uznemsanu ar baribu, dzeramo tideni, ievadi§anu zemadas audos, intravenozu ievadiSanu,
uzpemsanu orala cela (ar gavazu), inhalaciju, uznemsanu intratraheali vai implantacijas cela. Jebkura gadijuma cels
jaizvelas ta, lai nodro$inatu mérkaudu pienacigu ekspoziciju. Parasti nav ieteicama intraperitoneala injekcija, jo
cilvekam 3ads ekspozicijas cel§ nav raksturigs, un ta jaizmanto tikai ar konkrétu zinatnisko pamatojumu (piem.,
dazam poritivas kontroles vielam, pétnieciskiem noliikiem vai daziem medikamentiem, kurus ievada intraperi-
toneali). Maksimalais $kidruma tilpums, ko viena papémiena var ievadit ar gavazu vai injekciju, ir atkarigs no testa
dzivnieka lieluma. Tilpums nedrikst parsniegt 1 ml/100 g kermena svara, iznemot tidens $kidumu gadijumu, kad
var lietot 2 ml uz 100 g kermena svara. Lielaka tilpuma izmantosana (ja to atlauj dzivnieku labturibas tiesibu akti)
japamato. Kad vien iesp&jams, dazadi devu limeni jaiegiist, korig€jot devas preparata koncentraciju, lai visos devu
limenos tilpuma attieciba pret kermena svaru saglabatos vienada.

Paraugog$anas laiks

Paraugosanas laiks ir iz8kirigi svarigs parametrs, jo tas ir atkarigs no perioda, kads nepiecieSams, lai testéjamas
kimikalijas mérkaudos sasniegtu maksimalo koncentraciju un tiktu inducéti DNS kédes parravumi, bet nenotiktu $o
parravumu izzusana, reparicija vai neiestatos $inas nave. Dazi bojajumi, kas izraisa DNS kédes parravumus, kurus
detekté ar kométas testu, vismaz dazam in vitro testétam kimikalijam var bat loti Tslaicigi (52) (53). Attiecigi, ja ir
aizdomas par tadiem parejosiem DNS bojajumiem, javeic pasakumi to zuduma mazinasanai, nodrosinot, ka audi
tick paraugoti pietickami agri, iesp&jams, pat atrak neka talak noraditajos noklusgjuma laikos. Optimalais(-ie)
paraugo$anas laiks(-i) var bt specifisks(-i) kimikalijai vai ievadiSanas celam, kas nozime, pieméram, audu strauju
ekspoziciju intravenozas ievadiSanas vai inhalativas ekspozicijas gadijjuma. Attiecigi, ja tas ir iespgams,
paraugosanas laiki janosaka, nemot véra kinétiskos datus (piem., laiku (T,,,), kura tiek panakta maksimala koncen-
tracija plazma vai audos (C,,), vai, ja tiek veiktas vairakas ievadiSanas, stabilo stavokli). Ja kinétiskie dati nav
pieejami, piemeérots genotoksicitates mérisanas kompromiss ir paraugo$ana 2—-6 stundas péc pédgéjas apstrades, ja
veic divas vai vairak apstrades, vai gan 2-6, gan 16-26 stundas péc vienas ievadi§anas, kaut ari jartpéjas, lai visu
dzivnieku autopsija tiktu veikta viena laika péc pedejas (vai vienigas) devas ievadiSanas. Lai izvélétos pienacigus
paraugo$anas laikus, drikst izmantot ari informaciju par toksiskas ietekmes izpausmém meérkorganos (ja tada ir
pieejama).

Novérojumi

Vispargji testa dzivnieku veselibas kliniskie novérojumi javeic un jaregistré vismaz reizi diena, vélams, katru dienu
viena(-os) laika(-os), nemot véra gaidamo ietekmju maksimumlaiku péc devas ievadiSanas (54). Vismaz divreiz
diena visus dzivniekus novéro attieciba uz morbiditati un mirstibu. Ilgakos pétijjumos dzivnieki vismaz reizi nedéla
un testa perioda beigas janosver. Partikas patérin$ jameéra katru reizi, kad partika tiek mainita, un vismaz reizi
nedéla. Ja test§jamo kimikaliju ievada ar dzeramo Gdeni, Gidens patérin$ jameéra katru reizi, kad tidens tiek mainits,
un vismaz reizi nedéla. Dzivniekus, kam noverojamas parliekas toksicitates neletalas pazimes, pirms testa perioda
beigam eitanazé un kométas testa analizé parasti neizmanto.

Audu ievaksana

Ta ka pétit DNS kedes parravumu (“kométu”) inducéanos var ar praktiski jebkuriem audiem, skaidri japamato
nemamo audu izvéle, un tas pamata jabiit pétijuma veikSanas iemeslam kopa ar esosajiem ADME, genotoksicitates,
kancerogenitates datiem vai citiem datiem par izmekléto testéjamo kimikaliju toksiskumu, ja tadi ir. Jaapsver ari
tadi svarigi faktori ka ievadiSanas cel$ (pamatojoties uz domajamo(-ajiem) cilvéka eksponétibas celu(-iem)),
prognozéta izplatianas audos un absorbcija, metabolisma loma un iesp&jamais testéjamo kimikaliju iedarbibas
mehanisms. Visbiezak pétitie audi, par kuriem ir visvairak datu, ir aknas. Tapéc, ja nav pieejama nekada fona
informacija un netiek identificéti nekadi konkréti intereséjosie audi, biitu pamatoti paraugot aknas, jo ta ir
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ksenobiotiska metabolisma galvena vieta un bieZi vien ir batiski eksponéta gan sakotnéjai(-am) vielai(-am), gan
metabolitam(-iem). DaZos gadijumos vispiemérotak ir analizét tiesas saskares vietu (piem., ordli ievaditam
kimikalijam ta ir kunga dziedzerdala vai divpadsmitpirkstu zarna | tuksa zarna, savukart ieelpotam kimikalijam —
plausas). Papildu vai alternativus audus izvélas, pamatojoties uz konkrétajiem testa veikSanas iemesliem, bet var biit
lietderigi analizet vairakus viena dzivnieka audus, ja vien laboratorija ir apliecindjusi savu kompetenci darba ar Siem
audiem un kompetenci vairaku audu vienlaiciga apstradasana.

Paraugu sagatavosSana

Attieciba uz turpmakajos punktos (44.-49.) aprakstitajiem procesiem ir svarigi visus $kidumus vai stabilas
suspensijas izlietot pirms to deriguma termina beigam vai, ja nepiecieSams, tos sagatavot no jauna. Vél turpmakajos
punktos par izskirigi svarigiem mainigajiem (sk. definicijas 1. papildinajuma) tiek uzskatits laiks, kas nepieciesams,
lai i) péc autopsijas nopemtu audus, ii) audus iestradatu $unu/kodolu suspensijas un iii) suspensiju apstradatu un
sagatavotu priekSmetstiklinus; tam, cik ilgs var bat katrs posms, jau jabat noteiktam §is metodes ievie$anas un
kompetences pieradisanas laika.

Dzivniekus eitanazé atbilstigi spéka esoSajiem dzivnieku labturibas tiesibu aktiem un 3R principiem un pienaciga
(-os) laikposma(-os) péc pédéjas apstrades ar testéjamo kimikaliju. [zraudzitos audus iznem, izpreparé un dalu savac
komeétas testa mérkim, bet vienlaicigi dala no tiem pasiem audiem janogriez un jaievieto formaldehida $kiduma vai
pienaciga fiksgjosaja $kiduma iesp&jamai patologiskas histologijas analizei (sk. 55. punktu) saskana ar standarta
metodém (12). Kométas testam paredzétos audus ievieto smalcinaanas buferskiduma, noskalo ar pietickamu
daudzumu auksta smalcinasanas buferskiduma, lai novaktu asins paliekas, un lidz parstradei uzglaba ledusauksta
smalcinasanas buferskiduma. Var veikt ari in situ perfaziju, piem., aknam, nierém.

Attieciba uz Sinufkodolu izoléSanu ir daudz publicétu metozu. Tas ietver tadu audu ki aknu un nieru
smalcinasanu, glotadas virsmu nokasiSanu kunga—zarnu trakta gadfjuma, homogenizaciju un fermentativo
noardiSanu. JaCVAM validacijas izmégindgjuma tika pétitas vienigi izolétas Sunas, tadé] attieciba uz metodes
ievieSanu un iespgju kompetences apliecinasanai izmantot JaCVAM izméginajuma datus vélams izmantot izolétas
Sunas. Tomér ir pieradits, ka nav biitiskas atskiribas starp to testu rezultatiem, kuros tika izmantotas izolétas $inas,
un to testu rezultatiem, kuros tika izmantoti izoléti kodoli (8). Salidzinamus rezultatus sniedza ari dazadas $tnu/
kodolu izolésanas metodes (piem., homogenizacija, smalcinaana, fermentativa noardisana un filtréSana caur sietu)
(55). Lidz ar to iesp&jams izmantot izolétas $tnas vai izolétus kodolus. Laboratorija ripigi jaizvérté un javalide
audiem specifiskas atsevisku $tnu/kodolu izolésanas metodes. Ka iztirzats 40. punkta, dazu tadu bojajumu
noturiba, kuri rada kométas testa detektgjamus DNS kédes parravumus, var bat loti islaiciga (52) (53). Tapéc
neatkarigi no atsevisku $tnu/kodolu suspensiju sagatavosana izmantotas metodes ir svarigi audus apstradat
iespjami driz péc dzivnieku eitanazijas un turét tados apstaklos, kas samazina bojajumu izzuSanu (piem., turot
audus zema temperatiird). Siinu suspensijas lidz to izmantosanai jauzglaba ledusaukstas, lai biitu iespgjams uzradit
minimalu variaciju starp paraugiem un pienacigas pozitivas un negativas kontroles atbildreakcijas.

PRIEKSMETSTIKLINU SAGATAVOSANA

Priek§metstiklini jasagatavo iespéjami driz (ideala gadijuma — vienas stundas laikd) péc atsevisku $unujkodolu
sagatavosanas, bet laboratorijas apstaklos stingri jakontrolé un javalidé temperatiira un laiks no dzivnieka naves lidz
prieksmetstiklinu sagatavosanai. Priek$metstiklinu sagatavoSanai izmantotais §tnu suspensijas tilpums, kas
pievienots zema kuSanas punkta agarozei (parasti 0,5-1,0 %), nedrikst samazinat zema kuSanas punkta agarozes
procentualo daudzumu lidz tadam, kas ir mazaks par 0,45 %. Optimalo §inu blivumu nosaka ar attélu analizes
sistému, ko izmanto “kométu” novertésana.
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Lizésana

Ari lizéSanas apstakli ir iz3kirigi svarigs mainigais un var ietekmét kédes parravumus, ko izraisa konkrétu veidu
DNS modifikacijas (noteiktas DNS alkilacijas un bazu adukti). Tadé] eksperimenta laika lizéSanas apstaklus visiem
prieksmetstikliniem ieteicams saglabat iespéjami nemainigus. Lidzko priek$metstiklini ir sagatavoti, tie vismaz uz
stundu (vai uz nakti) jaiegremdé atdzeséta lizésanas $kiduma apméram 2-8 °C temperatfira pie vaja apgaismojuma,
piem., dzeltenas gaismas (vai bezgaismas vid€), lai noveérstu eksponétibu baltajai gaismai, kas var saturét UV
komponentus. Péc §a inkubacijas perioda priekSmetstiklini janoskalo, lai pirms sarmatraisiSanas posma nopemtu
detergenta atlickas un sdlus. Tam var izmantot attiritu Gdeni, neitralizéSanas buferSkidumu vai fosfata
buferskidumu. Var izmantot ari elektroforézes buferskidumu. Tadéadi elektroforézes kamera tiktu saglabata
sarmaina vide.

AtraisiSanas un elektroforéze

Priek$metstiklinus nejausinati novieto uz zemudenei lidzigas elektroforézes ierices platformas, kas satur pietiekami
daudz elektroforézes $kiduma, ta, lai priekSmetstiklinu virsmas ar to batu pilnigi parklatas (ari parklajuma
dzilumam katra testéSanas reizé jabait nemainigam). Citas kométas testa elektroforézes iericés ar aktivu dzeséanu,
cirkulaciju un lielu elektroapgades jaudu, lielaks $kiduma parklajums radis lielaku elektrisko stravu, spriegumam
saglabajoties nemainigam. Lai elektroforézes tvertné ievietotu priek$metstiklinus, jaiizmanto lidzsvarota pieeja, kas
tvertné mazinatu jebkadas tendences vai malas efektu un lidz minimumam samazinatu mainibu starp partijam, t. i.,
katra elektroforézes reizé jabut vienadam priekSmetstiklinu skaitam no katra pétjjuma izmantota dzivnieka un
jaieklauj paraugi no dazadajam devu grupam, negativajam un pozitivajam kontrolém. Lai DNS varétu atraisities,
priek$metstiklini jaatstdj uz vismaz 20 minitém un péc tam kontrolétos apstaklos tiem javeic elektroforéze, kas
lidz maksimumam palielina testa jutibas un dinamikas diapazonu (t. i., negativam un pozitivam kontrolém rada
pienemamus procentualos DNS limenus asté, kas palielina jutibu). DNS migracijas limenis ir lineari saistits ar
elektroforézes ilgumu un ari ar potencialu (V/cm). Balstoties uz JaCVAM pétijumu, tas varétu bat 0,7 Vjem uz
vismaz 20 minatém. Elektroforézes ilgums tiek uzskatits par izskirigi svarigu mainigo, un elektroforézes laiks
janosaka ta, lai optimizétu dinamisko diapazonu. Gardki elektroforézes laiki (piem., 30 vai 40 mindtes, lai lidz
maksimumam palielinatu jutibu) parasti rada spécigakas pozitivas atbildreakcijas uz zinamiem mutagéniem. Tomeér
garaki elektroforézes laiki var arl radit parmérigu migraciju kontrolparaugos. Katra eksperimenta spriegums
jasaglaba nemainigs un citu parametru mainibai jaietilpst Saura un konkrétd diapazona, piem., JaCVAM
izméginajuma pie 0,7 V/cm sakotnga strava bija 300 mA. Buferskiduma dzilums japielago ta, lai panaktu
nepiecieSamos apstaklus, un tas jasaglaba visu eksperimenta laiku. Elektroforézes sikuma un beigas jaregistré
strava. Tapéc optimalie apstakli katriem pétitajiem audiem janosaka sakotnéja attiecigas laboratorijas kompetences
pieradisana. Elektroforézes $kiduma temperatiira atraisiSanas un elektroforézes laika jasaglaba zema limeni, parasti
2-10 °C (10). Elektroforézes skiduma temperatiira jaregistré atraisiSanas sakuma, elektroforézes sakuma un elektro-
forezes beigas.

Péc elektroforézes pabeigSanas priekSmetstiklini uz vismaz 5 mindtém jaiegremdé[janoskalo neitralizacijas
buferskiduma. Gélus var iekrasot un novertét “svaigus” (piem., 1-2 dienu laika) vai dehidrét vélakai novértésanai
(piem., 1-2 nedelu laika péc iekrasoSanas) (56). Tomér $ie apstakli javalidé kompetences pieradisanas laika, un par
katru no Siem apstakliem atseviski jaiegiist un jasaglaba vésturiskie dati. Peédéja gadijuma priek$metstiklini
jadehidré, tos uz vismaz 5 minfitém iegremdgjot absoliita etanola, tiem jalauj nozit un tie lidz novértésanai jaglaba
istabas temperat{ira vai trauka ledusskapl.

MeériSanas metodes

Kométas jauzskaita kvantitativi, izmantojot automatisku vai dalgji automatisku att€lu analizes sistému. Priek§metsti-
klinus iekraso ar pienacigu fluorescgjosu krasvielu, piem., SYBR Gold, Green I, propidija jodidu vai etidija bromidu,
un méra, izmantojot ar epifluorescenci un pienacigiem detektoriem vai digitalu (piem., CCD) kameru aprikotu
mikroskopu, atbilstosa palielinajuma (piem., 200x).
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Stinas var klasificét tris kategorijas, kas aprakstitas kométu attélu atlanta (57), proti, novértéjamas, nenovértéjamas
un Hedgehog $tnas (sikaku izklastu sk. 56. punkta). Lai izvairitos no artefaktiem, attieciba uz procentualo DNS dalu
asté javerté tikai novértéjamas $tnas (skaidri saredzama galva un aste bez apkartéjo $inu raditiem traucéjumiem).
Nav nepiecieSams zinot par nenovért§jamo $unu biezumu. Hedgehog $tnu biezums janosaka, pamatojoties uz
vizualo novérteSanu (ta ka tam nav skaidri saredzama galva, tas nav viegli detektét attélu analiz€) ar vismaz
150 $anam uz vienu paraugu (sikaku izklastu sk. 56. punkta), un atseviski jadokumenteé.

Visi analiz€jamie priek$metstiklini, tostarp no pozitivajam un negativajam kontrolém, neatkarigi jakodé un javeérte
aklinati, lai vértétajam nebiitu zinams, vai un ka tie apstradati. No katra parauga (katra dzivnieka katra veida
audiem) jaanaliz€ vismaz 150 $@nas (iznemot Hedgehog $tinas — sk. 56. punktu). Ja vismaz 5 dzivniekos uz vienu
devu katra dzivnieka tiek novertétas 150 Sinas (paralelaja pozitivaja kontrolé mazak — sk. 29. punktu), saskana ar
Smith et al. 2008. gada analizi tiek panakta pietiekama statistiska jauda (5). Ja izmanto prieksmetstiklinus, to var
panakt, uzskaitot 2 vai 3 katra parauga priekSmetstiklinus, ja katra grupa tiek izmantoti pieci dzivnieki. Jaapliko
vairakas priek§metstiklina vietas, kur blivums ir tads, ka noteikti nenotiek astu parklasanas. Javairas vértét vietas pie
priek$metstiklinu malam.

DNS kédes parravumus kométas testd var izmérit ar neatkarigiem beigupunktiem, piem., procentualo DNS daju
asté, astes garumu un astes momentu [tail moment]. Visus tris meérfjumus var veikt, ja tiek izmantota atbilstosa
att€lu analizatora programmatiras sistéma. Tomér rezultatu izvérté$anai un interpretéSanai ieteicams izmantot
procentualo DNS dalu asté (sauktu ari par“astes procentualo intensitati”) (12) (40) (41) (42), kas ir DNS fragmentu
intensitate asté, izteikta ka $finas kopgjas intensitates procentuala dala (13).

Audu bojajumi un citotoksicitate

Pozitivi konstatéjumi komeétas testa ne vienmér tiek izdariti tikai genotoksicitates dél; DNS migracijas pieaugumu
var izraisit arT toksiskums mérkaudiem (12) (41). Savukart zema vai vidgja citotoksicitate biezi vien novérojama pie
zinamiem genotoksiniem (12), kas liecina, ka komeétas testa vien nav iesp&ams genotoksicitates izraisitu DNS
migraciju noskirt no citotoksicitates izraisitas DNS migracijas. Tomér, ja tick novérots DNS migracijas pieaugums, ir
ieteicams noskaidrot vienu vai vairakus citotoksicitates indikatorus, jo tas var palidzét interpretét konstatgjumus. Ja
ir skaidri pieradijumi par citotoksicitati, DNS migracijas pieaugums jainterpreté piesardzigi.

Ir izvirziti daudzi citotoksicitates raditaji, un no tiem par relevantu raditaju, kas liecina par toksiskumu audiem,
uzskata histopatologiskas izmainas. Ar DNS migracijas pieaugumu ir saistiti tadi novérojumi ka iekaisums, $inu
infiltracija, apoptotiskas vai nekrotiskas izmainas, tacu, ka redzams JaCVAM validacijas izméginajuma (12), nav
pieejams galigs to histopatologisko izmainu saraksts, kas vienmeér ir saistitas ar paaugstinatu DNS migraciju. Arl
kliniskas kimijas raditaju (piem., AST, ALT) izmainas var sniegt lietderigu informaciju par audu bojajumiem, un var
apsvert iesp&u izmantot ari papildu indikatorus, pieméram, kaspazes aktivaciju, krasvielu TUNEL, krasvielu
Annexin V u. c. Tomér nav daudz publicétu datu, kuros pédgjais ticis izmantots in vivo pétijumiem, un daZzi var
nebat tik ticami ka citi.

Hedgehog $unas (jeb makonsinas, régsiinas) ir $tnas, kuru mikroskopiskaja attéla novérojama neliela vai neesosa
galva un lielas diftzas astes un kuras tiek uzskatitas par smagi bojatam $inam, kaut ari nav skaidribas par Hedgehog
$unu etiologiju (sk. 3. papildindgjumu). To izskata dé] procentualas DNS dalas asté mérjjumi ar attélu analizi nav
ticami, tapéc Hedgehog $tinas jaizvérté atseviski. Hedgehog $tnu sastopamiba jaatzimé un jazino, un jebkadi attiecigi
pieaugumi, ko varétu bat izraisjjusi test§jama kimikalija, jaizmeklé un jainterpreté uzmanigi. To izvértét var palidzét
zinasanas par testéjamo kimikaliju iespgjamo iedarbibas veidu var palidzét.
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DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Rezultatu apstrade

Eksperimenta vieniba ir dzivnieks, tapéc tabulas veida jaapkopo gan dati par katru dzivnieku, gan rezultatu
kopsavilkums. Datu hierarhisko ipatnibu dé] ieteicams noteikt katra priek§metstiklina medianalo procentualo DNS
dalu asté un aprékinat katra dzivnieka medianu vid&o (12). Péc tam, lai iegiitu grupas vidgo veértibu, nosaka
atsevisku dzivnieku vidéjo vértibu vidgjos. Visas §is vértibas jaieklauj parskata. Ja tas ir zinatniski un statistiski
pamatoti, drikst izmantot alternativas pieejas (sk. 53. punktu). Statistisko analizi iesp&jams veikt, izmantojot
dazadas pieejas (58) (59) (60) (61). Izvéloties izmantojamas statistikas metodes, ka aprakstits iepriek$ atsauces
noraditajos darbos, jaapsver nepiecieSamiba datus transformét (piem., ar logaritmu vai kvadratsakni) un/vai
pieskaitit nelielu skaitli (piem., 0,001) visam vértibam (pat tam, kas nav nulle), lai mazinatu $adu nulles vértibu
ietekmi. Sikaka informacija par apstrades/dzimuma mijiedarbibas analizi, ja izmanto abu dzimumu dzivniekus, un
tai sekojoSo datu analizi, kad tikuSas un kad nav tikuSas konstatétas atskiribas, ir sniegta 2. papildinajuma. Jazino
ar dati par toksiskumu un kliniskajam pazimém.

Pienemamibas kritériji
Testa pienemamibas pamata ir $adi kritériji:

a. paralela negativa kontrole tiek uzskatita par piepemamu ieklausanai laboratorijas vésturisko negativo kontrolu
datubazg, ka aprakstits 16. punkta,

b. paralélas pozitivas kontroles (sk. 29. punktu) inducé atbildreakcijas, kas atbilst tam, kuras generétas vésturisko
pozitivo kontrolu datubazé ieklautajas kontrolés, un izsaka statistiski ievérojamu pieaugumu salidzinajuma ar
paralélo negativo kontroli,

c. analiz§jams ir bijis pietickams skaits §tinu un devu (52. punkts un 36.-38. punkts),

d. lielakas devas izvéles kritériji atbilst 36. punkta aprakstitajiem kritérijiem.

Rezultatu izvértésana un interpretéSana
Ja ir izpilditi visi pienemamibas kriteriji, testéjamo kimikaliju uzskata par viennozimigi pozitivu, ja:

a. vismaz vienai no testa devam salidzinajuma ar paral€lo negativo kontroli novérojams statistiski nozimigs palieli-
najums,

b. mingéto palielindgjumu izveértgjot ar atbilsto$u trenda testu, konstatéjams, ka tas saistits ar devu,

c. kads no rezultatiem konkrétai sugai, neséam, celam, audiem un ievadiSanas reizu skaitam atrodas arpus
vésturisko negativo kontrolu datu sadalijjuma.

Ja visi Sie kritériji ir izpilditi, testéjamo kimikaliju uzskata par spéjigu $aja testa sistéma pétitajos audos inducet DNS
kédes parravumus. Ja ir izpilditi tikai divi no Siem kritérijiem, sk. 62. punktu.

Ja ir izpilditi visi pienemamibas kritériji, testéjamo kimikaliju uzskata par viennozimigi negativu, ja:

a. nevienai no testa koncentracijam salidzinajuma ar paral€lo negativo kontroli nav novérojams statistiski nozimigs
palielinajums,

b. ar atbilsto$u trenda testu nav konstatéjams ar koncentraciju saistits palielinajums,

c. visi rezultati konkrétai sugai, nes€jam, celam, audiem un ievadiSanas reizu skaitam ir vésturisko negativo
kontrolu datu sadalijuma robezas,

d. iegiti tie$i vai netie$i pieradjjumi, kas apliecina ka notikusi mérkaudu ekspozicija vai uz mérkaudiem atstata
toksiska ietekme.
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Tada gadjjuma testéjamo kimikaliju uzskata par nespéjigu Saja testa sistéma inducét DNS kédes parravumus
pétitajos audos.

Nav prasibas viennozimigi pozitivu vai negativu atbildreakciju verificét.

Ja atbildreakcija nav ne viennozimigi negativa, ne viennozimigi pozitiva (t. i, ne visi 59. vai 60. punkta uzskaititie
kriteriji ir izpilditi) un lai palidzétu noteikt rezultata biologisko relevantumu, Sie dati janovérté ekspertam un/vai
javeic sikaka izskatiSana, ja tas ir zinatniski pamatoti. Var biit lietderigi noveértét papildu Stnas (attieciga gadijuma)
vai veikt atkartotu eksperimentu, iesp&ams, izmantojot optimizétus eksperimenta apstaklus (piem., atstatumus
starp devam, citus ievadiSanas celus, citus paraugo$anas laikus vai citus audus).

Retos gadijumos pat péc sikakas izskatiSanas datu kopums nelauj secinat, ka testéjama kimikalija rada pozitivus vai
negativus rezultatus, un tad uzskata, tas ir neskaidrs.

Lai novértétu pozitiva vai neskaidra rezultata biologisko relevantumu, nepiecie$ams iegiit informaciju par citotoksi-
citati mérkaudos (sk. 54.-55. punktu). Ja pozitivi vai neskaidri konstat&umi tiktu noveéroti vienigi gadjjumos, kad ir
skaidri pieradijumi par citotoksicitati, $is pétjjums tiktu pabeigts ka neskaidrs attieciba uz genotoksicitati, ja vien
nebiitu piecjama pietickama informacija, kas dotu pamatu izdarit galigu secindjumu. Ja pétfjuma ar negativu
rezultatu toksiskuma pazimes ir pie visam testétajam devam, var bit ieteicams veikt turpmaku pétijumu ar devam,
kas nav toksiskas.

Testésanas parskats

TestéSanas parskata jaieklauj talak noradita informacija.

Testejama kimikalija:

— avots, sérijas numurs, ja zinams,

— testgjamas kimikalijas stabilitate, izmantosanas termins vai atkartotas analizes datums, ja tas ir zinams.
Vienkomponenta viela:

— fiziskais izskats, $kidiba ideni un citas relevantas fizikalkimiskas ipasibas,

— kimiskas identifikacijas dati, piem., [UPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai InChI kods, struktr-
formula, tiriba, attieciga gadijuma, ja tas ir praktiski iesp&jams, piemaisjumu kimiska identitate u. c.

Daudzkomponentu vielas, UVCB un maisijumi:

— ciktal tas iesp€jams, raksturoti ar sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks), kvantitativo saturu un relevantajam
fizikalkimiskajam ipasibam.

Skidinatajs/neséjs:

— skidinataja/nesgja izvéles pamatojums,

— test&jamas vielas skidiba un stabilitate $kidinataja/nesgja, ja ta zinama,

— prepardtu sagatavo$ana,

— analitiskie secindjumi par preparatiem (piem., stabilitate, homogenitate, nominalas koncentracijas).
Testa dzivnieki:

— izmantota suga/celms un izvéles zinatniskais un étiskais pamatojums,

— dzivnieku skaits, vecums un dzimums,
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— izcelsme, turéanas apstakli, barosana, bagatinajums u. c.;

— katra dzivnieka svars testa sakuma un beigas, ari katras grupas dzivnieku kermena svara diapazons, vidgja
vértiba un standartnovirze.

Testesanas apstakli:

— pozitivas un negativas (neséja/skidinataja) kontroles dati,

— diapazona noteik3anas testa rezultati (ja tas veikts),

— devu limena izvéles pamatojums,

— sika informacija par test€jamas kimikalijas sagatavosanu,

— sika informacija par testgjamas kimikalijas ievadisanu,

— ievadiSanas cela izveles pamatojums,

— injekcijas vieta (ja cel$ ir injiceSana zemadas audos vai intravenoza inficésana),

— paraugu sagatavoSanas metodes, ja pieejamas, histopatologiskas analizes, jo Ipasi kimikalijai, kas rada pozitivu
komeétas atbildreakciju,

— audu izvéles pamatojums,
— ja rezultati ir negativi, metodes, ka verificéts, ka testéjama kimikalija nonakusi mérkaudos vai visparéja asinsritg,

— faktiska deva (mg uz vienu kg kermena svara diena), kas aprékinata péc testéjamas kimikalijas koncentracijas
(ppm) bariba | dzeramaja tideni un péc uznemta daudzuma (attieciga gadijuma),

— sika informacija par baribas un tidens kvalitati,

— detalizéts apstrades un paraugosanas grafiku apraksts un izvéles pamatojums (piem., toksikokinétiskie dati, ja
pieejami),

— atsapinaanas, analgézijas metode,

— eitanazijas metode,

— audu izoléSanas un saglabasanas procediras,

— atsevisku $nu/kodolu suspensijas sagatavosanas metodes,
— visu reagentu avots un sé€rijas numurs (ja pieejams),

— citotoksicitates izvérteSanas metodes,

— elektroforézes apstakli,

— izmantotas iekrasoSanas metodes un

— “kométu” uzskaitiSanas un mérisanas metodes.

Rezultati:

— vispargji kliniskie novérojumi, ja tadi veikti, katram dzivniekam pirms testa perioda un visa ta laika,
— pieradijumi par citotoksicitati (attieciga gadijuma),

— pétijumiem, kuri parsniedz ned€lu: katra dzivnieka svars testa sakuma un beigas, arl katras grupas dzivnieku
kermena svara diapazons, vidéja vértiba un standartnovirze; partikas patérins;
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— ja novérojama, devas—atbildreakcijas sakariba,

— par katriem audiem/dzivnieku — procentuala DNS dala asté (vai citi raditaji, ja tadi izraudziti un katra
priek$metstiklina mediana, katra dzivnieka vidéja vértiba un katras grupas vidéjas vértibas;

— katram no izvértétajiem audu veidiem — paralélo un vésturisko negativo kontrolu dati ar diapazoniem, vidéjam
vértibam | medianam un standartnovirzém,

— paralélo un vésturisko pozitivo kontrolu dati,

— ja audi nav aknas — devas-atbildreakcijas likne, izmantojot pozitivo kontroli. To var iegiit no datiem, kas iegiiti
kompetences pieradiSanas laika (sk. 16.-17. punktu), un tai, atsaucoties uz esoSo literatiru, japievieno
pamatojums, ka attiecigo audu kontrol@s ir pienaciga atbildreakciju intensitate un izkliede,

— izmantotas statistiskas analizes un metodes, un kritériji, péc kuriem atbildreakciju uzskata par pozitivu,
negativu vai neskaidru,

— Hedgehog $tnu biezums katra grupa un katram dzivniekam.
Rezultatu iztirzajums
Secingjumi
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1. papildinajums

DEFINICIJAS

Atsevisku Siinu gela elektroforéze sarmaina videé: jutigs panémiens primaro DNS bojajumu noteikanai
atseviskas $tinas/kodola liment.

Kimikalija: viela vai maisjjums.

“Kométa”: veidols, ko nukleoidi ienem péc ievietoSanas viena elektroforézes lauka un kas lidzinas kométai —
galva ir kodols, bet asti veido DNS, kas elektriskaja lauka migré prom no kodola.

Iz8kirigi svarigs mainigais/parametrs: protokola mainigais, kura nelielas izmainas var atstat lielu ietekmi uz testa
iznakumu. Iz3kirigi svarigi mainigie var biit audiem specifiski. Iz3kirigi svarigus mainigos nedrikst mainit, jo ipasi
testa laika, neapsverot to, ka $is izmainas mainis testa atbildreakciju, par ko liecina, pieméram, intensitate un
mainiba pozitivajas un negativajas kontrolés. TestéSanas parskata jauzskaita iz8kirigi svarigu mainigo izmainas, kas
izdaritas teste$anas laika vai salidzinajuma ar laboratorijas standartprotokolu, un katra izmaina japamato.

Astes intensitite jeb procentuala DNS dala asté: kométas astes intensitate attieciba pret kopgjo intensitati (galva
plus aste). Ta atspogulo DNS parravumu apmeéru, kas izteikts procentos.

Testéjama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko testé ar 3o testéSanas metodi.

UVCB: vielas, kuru sastavs nav zinams vai ir mainigs, kura ir kompleksi reakcijas produkti vai biologiski materiali.
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2. papildinajums
FAKTORIALAIS PLANS DZIMUMATSKIRIBU IDENTIFICESANAI KOMETAS IN VIVO TESTA

Faktorialais plans un ta analize

Saskana ar o planu pie katra koncentracijas limena testé vismaz 5 tévinus un 5 matites, tatad plana tiek izmantoti
vismaz 40 dzivnieki (20 tévini un 20 matites un attiecigas pozitivas kontroles).

Sis plans ir viens no vienkarajiem faktorialajiem planiem un ir lidzvertigs dispersijas divfaktoru analizei, kur
galvenie aplikotie efekti ir dzimuma un koncentracijas limena efekti. Sos datus var analizét, izmantojot daudzas
statistikas programmatiiras standartpaketes, piem., SPSS, SAS, STATA, Genstat, ka ari izmantojot R.

Saja analizé datu kopas dispersiju sadala dispersija, kas saistita ar dzimumu, dispersija, kas saistita ar koncentraciju,
un dispersija, kas saistita ar dzimumu un koncentraciju mijiedarbibu. Katru no $iem locekliem salidzina ar aplésto
dispersiju starp replikatdzivniekiem viena dzimuma dzivnieku grupas pie vienas un tas pasas koncentracijas. Pilniga
informacija par pamata eso$o metodologiju pieejama daudzas standarta statistikas macibu gramatas (sk. atsauces)
un statistiskajas paketés pieejamajos paligrikos.

Analizi turpina, ANOVA tabula (') apskatot mijiedarbibas locekli “dzimums x koncentracija”. Ja mijiedarbibas
loceklis nav nozimigs, visu dzimumu vai visu koncentracijas limenu apkopotas vértibas lauj veikt derigus
starplimenu statistikas testus, pamatojoties uz ANOVA grupa apkopotas dispersijas locekli.

Analizi turpina, dazadam koncentracijam aplésto dispersiju sadalot kontrastos, tadéjadi iegtistot linearus un
kvadratiskus atbildreakciju kontrastus visiem koncentracijas limeniem. Ja mijiedarbibas loceklis “dzimums x koncen-
tracija” ir nozimigs, ari $o locekli var sadalit mijiedarbibas kontrastos “linearais loceklis x dzimums” un “kvadratlo-
ceklis x dzimums”. Sie locekli lauj parbaudit, vai koncentraciju atbildreakcijas abiem dzimumiem ir paralélas vai
katram dzimumam ir atskiriga atbildreakcija.

Grupa apkopotas dispersijas aplési var izmantot, lai parveida testos testétu vidgjo vértibu starpibu. Sos salidzi-
najumus var veikt starp abu dzimumu vidéam vértibam un starp dazadu koncentracijas limenu vidéjam vértibam,
piem., salidzindjumiem ar negativas kontroles limeniem. Nozimigas mijiedarbibas gadijumos iespgjams veikt salidzi-
najumus starp dazadu koncentraciju vidéjam vértibam viena dzimuma ietvaros vai abu dzimumu vidéjam vértibam
pie vienadas koncentracijas.

Atsauces

Ir daudz statistikas macibu gramatu, kuras apspriesta faktorialo planu teorija, struktiira, metodologija, analize un
interpretacija diapazona no vienkar$akajam divfaktoru analizém un lidz sarezgitakaim formam, ko izmanto
eksperimentu plano$anas metodologija. Talak sniegtais saraksts nav izsmelo$s. Dazas gramatas sniegti izstradati
salidzinamu planu pieméri, un dazos gadjjumos noradits kods analizu veik3anai ar dazadam programmatiiras
paketém.

(1) Box, G.E.P, Hunter, W.G. and Hunter, J.S. (1978). Statistics for Experimenters. An Introduction to Design, Data
Analysis, and Model Building. New York: John Wiley & Sons.

(2) Box G.E.P. & Draper, N.R. (1987) Empirical model-building and response surfaces. John Wiley & Sons Inc.

(3) Doncaster, C.P. & Davey, AJ.H. (2007) Analysis of Variance and Covariance: How to choose and Construct
Models for the Life Sciences. Cambridge University Press.

() Statistiki, kuri izmanto modelésanas pieeju, pieméram, General Linear Models (GLM), var veikt analizi citada, bet salidzinama veida, tacu
ne vienmér sastadis ierasto ANOVA tabulu, kuru sika izmantot, kad vél pirmsdatorizacijas laikmeta statistiskajiem aprékiniem
izmantoja algoritmiskas pieejas.
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(4) Mead, R. (1990) The Design of Experiments. Statistical principles for practical application. Cambridge
University Press.

(5) Montgomery D.C. (1997) Design and Analysis of Experiments. John Wiley & Sons Inc.
(6) Winer, B.J. (1971) Statistical Principles in Experimental Design. McGraw Hill.

(7) Wu, CFJ & Hamada, M.S. (2009) Experiments: Planning, Analysis and Optimization. John Wiley & Sons Inc.
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3. papildinajums
PASREIZEJIE TESTA IEROBEZOJUMI

Nemot véra pasreiz€jas zinasanas, ar kométas in vivo testu ir saistiti vairaki ierobezojumi. Paredzams, ka Sie
ierobezojumi tiks samazinati vai precizéti, augot pieredzei ar testa izmantoSanu tam, lai sniegtu atbildes uz
jautajumiem par dro§umu normativa konteksta.

1. Dazi DNS bojajumu veidi var bit islaicigi, t. i, reparacija var notikt parak atri, lai 24 stundas vai ilgak péc
pedéjas devas tos varétu novérot. Nav ne konkréta saraksta ar Islaicigu bojajumu veidiem, ne saraksta ar
kimikalijam, kuras ticami varétu izraisit $ada veida bojajumu, un nav ari zinams, cik ilgi $ada veida bojajumus
iespgjams detektét. Optimalais(-ie) paraugosSanas laiks(-i) var bat specifiski arf kimikalijai vai ievadiSanas celam,
un paraugoSanas laiki janosaka, nemot véra kinétiskos datus (piem., laiku T_,, kad tiek sasniegta maksimala
koncentracija plazma vai audos), ja tadi dati ir pieejami. Lielaka dala validacijas pétijumu, uz kuram balstas §1
testéSanas metode, noradija uz autopsiju 2 vai 3 stundas péc galigas devas ievadiSanas. Publicétaja literatiira
vairums pétjjumu norada uz galigas devas ievadiSanu 2-6 stundas pirms nonavéSanas. Tapéc §is pieredzes tika
izmantotas ka pamats testéSanas metodé ieklautajam ieteikumam galigo devu ievadit konkréta laikpunkta 2-
6 stundas pirms autopsijas, ja vien nav datu, kas liecinatu par citu ieteicamo laiku.

2. Nav konstatéti pétijumu dati, kas izvértétu testa jutibu attieciba uz islaicigu DNS bojajumu detektéSanu péc
ievadiSanas ar baribu vai dzeramo tdeni salidzinajuma ar ievadiSanu ar gavazu. DNS bojajumi ir detektéti péc
ievadiSanas ar baribu un dzeramo Gdeni, bet tadu zinojumu ir salidzinosi maz salidzinajuma ar daudz plasako
pieredzi gavazas un intraperitonealas ievadiSanas joma. Lidz ar to testa jutiba var bit mazaka attieciba uz
kimikalijam, kuras inducé islaicigus bojajumus un kuras ievaditas ar baribu vai dzeramo tdeni.

3. Nav veikti starplaboratoriju pétjjumi ar audiem, kas nav aknas un kungis, tapéc nav nekadu ieteikumu par to, ka
panakt jutigu un reproducgjamu atbildreakciju audos, kas nav aknas, piem., paredzamos pozitivo un negativo
kontrolu diapazonus. Attieciba uz aknam nebija iespéjams panakt vienoSanos par zemakas robezas noteik$anu
negativas kontroles vértibai.

4. Kaut arT vairakas publikacijas apliecina citotoksicitates in vitro maldino3o ietekmi, ir publicéts loti maz datu par
in vivo pétijumiem, tapéc nav iesp&jams ieteikt nevienu atsevisku citotoksicitates pasakumu. Ar DNS migracijas
pieaugumu ir saistitas tadas histopatologiskas izmaipas ka iekaisums, $tnu infiltracija, apoptotiskas vai
nekrotiskas izmainas, tacu, ki redzams JaCVAM validacijas izmégindgjuma (ESAO, 2014), §is izmainas ne
vienmér noved pie pozitiviem konstatéjumiem kométas testa, lidz ar to nav pieejams galigs tadu histopato-
logisko izmainu saraksts, kas vienmeér biitu saistitas ar paaugstinatu DNS migraciju. Par citotoksicitates raditaju
ieprieks ierosinats izmantot Hedgehog $Tnas (jeb makonsiinas, régsiinas), tatu nav skaidribas par Hedgehog $tnu
etiologiju. Pastav dati, kas liecina, ka tas var izraisit ar kimikaliju saistita citotoksicitate, mehaniski | fermenta
inducéti bojajumi, kas iniciéti parauga sagatavosanas laika (Guerard et al., 2014), un/vai spécigaka testéjamas
kimikalijas genotoksiska ietekme. Citi dati norada, ka tas rodas ekstensivu bet, iespjams, reparéjamu DNS
bojajumu deé] (Lorenzo et al., 2013).

5. Audi vai $tinu kodoli ir tikusi sekmigi sasaldéti vélakai analizéSanai. Parasti tas rada izméramu ietekmi uz neséja
un pozitivas kontroles atbildreakciju (Recio et al., 2010; Recio at al., 2012; Jackson at al., 2013). Ja to izmanto,
laboratorijai jademonstré kompetence sasaldeSanas metodologijas un japarliecinas par pienemami zemiem
procentualas DNS dalas asté diapazoniem to dzivnieku mérkaudos, kas apstradati ar neséju, un japarliecinas, ka

joprojam iesp&jams detektét pozitivas atbildreakcijas. Literatiira ir aprakstitas dazadas audu sasaldéSanas

metodes. Tomér patlaban nav vienpratibas par to, ka audus sasaldét un atkausét vislabak un ka novertét, vai

iesp&jami mainita atbildreakcija var ietekmét testa jutibu.

6. Nesenie darbi liecina, ka izskirigi svarigi mainigo saraksts ari turpmak varétu sarukt un ka izskirigi svarigi
mainigo parametri tiks precizéti (Guerard et al., 2014).
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Atsauces

(1) Guerard, M., C. Marchand, U. Plappert-Helbig (2014), Influence of Experimental Conditions on Data Variability
in the Liver Comet Assay, Environmental and Molecular Mutagenesis, Vol. 55/2, pp. 114-21.

(2) Jackson, P. et al. (2013), Validation of use of frozen tissues in high-throughput comet assay with fully-automatic
scoring, Mutagenesis, Vol. 28/6, pp. 699-707.

(3) Lorenzo,Y. et al. (2013), The comet assay, DNA damage, DNA repair and cytotoxicity: hedgehogs are not
always dead, Mutagenesis, Vol. 28/4, pp. 427-32.

(4) OECD (2014), Reports of the JaCVAM initiative international pre-validation and validation studies of the in vivo rodent
alkaline comet assay for the detection of genotoxic carcinogens, Series on Testing and Assessment, Nos. 195 and 196,
OECD Publishing, Paris.

(5) Recio L, Hobbs C, Caspary W, Witt KL, (2010), Dose-response assessment of four genotoxic chemicals in
a combined mouse and rat micronucleus (MN) and Comet assay protocol, J. Toxicol. Sci. 35:149-62.

(6) Recio, L. et al. (2012), Comparison of Comet assay dose-response for ethyl methanesulfonate using freshly
prepared versus cryopreserved tissues, Environmental and Molecular Mutagenesis, Vol. 53/2, pp. 101-13.”

(16) pielikuma C dala C.13. nodalu aizst3j ar $adu:

“C.13. Bioakumulacija zivju organisma: iidensekspozicija un uzturekspozicija

IEVADS

Si testésanas metode (TM) ir ekvivalenta ESAO testéSanas vadlinijai (TG) Nr. 305 (2012). Sai testéSanas metodes
parskatiSanai ir divéjads galvenais mérkis. Pirmkart, taja paredzéts ieklaut uzturiskas bioakumulacijas (') testu, kas ir
piemérots tam, lai noteiktu Gideni loti slikti $kistodu vielu bioakumulacijas potencialu. Otrkart, ar to paredzets
izveidot testéSanas metodi, kura attieciga gadijuma dzivnieku labturibas iemeslu dé] izmanto mazak zivju un kura
izmaksu zina ir lietderigaka.

Gados, kop$ pienemta konsolidéta testéSanas metodes C.13. (1), ir parbaudits daudz vielu un gan laboratorijas, gan
regulativas iestades ir ieguvuSas véra nemamu pieredzi. Tas ir radjjis parliecibu, ka, izpildot specifiskus kritérijus
(sal. ar 88. punktu) 3o testu var padarit nesarezgitaku un ka ir iesp&jama daudzpakapju pieeja. Pieredze arT liecina,
ka rezultatus var stipri ietekmét tadi biologiski faktori ka augSana un zivju organisma lipidsturs, un tie var bat
nemami véra. Turklat ir atzits, ka var nebht tehniski iespéjams testét Gdeni loti slikti SkistoSas vielas. Turklat
attieciba uz vielam, kuras tidensvidé loti slikti $kist adeni, Gidenseksponétiba var nebat tik svariga ka uzturekspo-
nétiba. Rezultata ir izstradata testeSanas metode, kura zivis tiek eksponétas ar uzturu (sal. ar 7.— 14. punktu,
97. punktu un turpmakiem punktiem). Uztureksponétibas tests tika validéts (starplaboratoriju salidzinasana)
2010. gada (51).

Galvenas parmainas ir sadas.

— Ja ir varbutigi, ka biologiskas koncentré$anas faktors (BCF) nav atkarigs no testéjamas koncentracijas, var
uzskatit, ka pietiek ar vienas testgjamas koncentracijas testéSanu.

— Plans minimizétam Gdenseksponétibas testam, kura, izpildot specifiskus kritérijus, iesp&jams izmantot mazaku
paraugo$anas punktu skaitu.

(") Definicijas un mérvienibas skatit 1. papildinajuma.



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112/203

— Jaméra zivju lipidsaturs, lai BCF varétu izteikt uz lipidsatura 5 % bazes.
— Papildus stacionaras fazes BCF aplései lielaka nozime pieskirta kinétiska BCF aplései (ja ta iespéjama).

— Ja salidzinajuma ar adensekspozicijas testu par piemérotaku uzskata uzturekspozicijas testu, tas tiks ierosinats
atseviskam vielu grupam.

— Zivju svars janosaka t3, lai BCF, baitu iesp&ams korigét ar auganas izraisitu atSkaidijumu.
Pirms veikt jebkadus bioakumulacijas testus, par test§jamo kimikaliju jabat noskaidrotai $adai informacijai:

(a) analitiska panémiena jutiba gan attieciba uz testéjamas vielas, gan tas varbit&jo metabolitu koncentracijas
mérianu audos un tdeni vai bariba (sal. ar 65. punktu);

skidiba Gideni [TM A.6.; (2)]; lai iegfitu ticamu vértibu, ta janosaka saskana ar metodi, kas atbilst skidibas
g J
(apléstajam) diapazonam. Hidrofobam vielam ta parasti bis kolonnu eluéSanas metode;

(c) n-oktanola—tidens sadaljjuma koeficients K.y, (') [TM A.8. (4), A.24. (5), A.23. (6)]; vai cita piemérota
informacija par sadaliSanas uzvedibu (pieméram, sorbcija lipidos, K,); lai iegtitu ticamu vértibu, koeficients
janosaka saskana ar K, (apléstajam) diapazonam atbilsto$u metodi. Hidrofobam vielam ta parasti bis lénas
maisiSanas metode [TM A.23. (6)];

(d) vielas stabilitate tideni (hidrolize [TM C.7. (7)];

(e) vielas stabilitate partika (ipasi ja izraugas uzturekspozicijas testa pieeju);

(f) informacija par testa starojuma apstakliem relevantu fototransformaciju (8);
(g) virsmas spraigums (t. i, vielam, kuram nevar noteikt log Ky,) [TM A.5. (9)];
(h) tvaika spiediens [TM A.4. (10)];

(i) jebkada informacija par biotisku vai abiotisku noardiSanos tideni, pieméram (bet ne tikai), attieciga gadijuma
pilna bionoardamiba [TM C.4., I-VII dala (11), C.29. (12)];

() informacija par metabolitiem: struktiira, log Ky, attieciga gadijuma veidoSanas un noardisanas;

(k) skabes disociacijas konstante (pK,) vielam, kuras var jonizéties. Ja nepieciesams, testéjama tidens pH jakorigg, lai
gadijuma, ja attieciba uz zivju sugu ta var rikoties, nodrosinatu, ka viela testa ir nejonizeta veida.

Neatkarigi no izvélétas ekspozicijas metodes vai paraugoSanas shémas 1 testéSanas metode apraksta procediru, ka
raksturotu vielas potencialu bioakumulacijai zivju organisma. Kaut arl vélams izmantot caurpliides testa reZimus, ja
ir izpilditi validitates kritériji, pielaujami ir semistatiski rezimi (sal. ar 24. un 113. punktu). Izmantojot uzturekspo-
nétibu, caurpliides sistéma nav nepiecieSama tam, lai saglabatu testétas vielas koncentraciju Gideni, bet palidzés
uzturét pietickamas iz8kidusa skabekla koncentracijas, nodro$inat tdens tiribu un likvidés ietekmi, ko rada,
pieméram, izdaliSanas produkti.

(") Dazreiz norada ar P,,; nosaka ar kolbu kratiSanas metodi saskana ar TM A.8. (4), HPLC metodi saskana ar TM A.24. (5) un lénas
maisiSanas metodi saskana ar TM A.23. (6). Lai noteiktu log K, atseviskos gadfjumos izmanto generatora-kolonnas panémienu. Ir
pieejami dazi pétijumi, kur izmantots is panémiens, lielakoties polihlorbifeniliem un dibenzodioksiniem (pieméram, Li and Doucette,
1993. gads) (3). Vielam, kuras var jonizéties, log K, janorada attieciba uz nejonizéto formu.
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Neatkarigi no ta, kuru testéSanas metodi izraugas, $1 testeSanas metode pietiekami detalizéti informé par 33 testa
veik$anu, vienlaicigi atvélot pietickamu brivibu eksperimenta struktiru pielagot konkrétu laboratoriju apstakliem
un mainigajam testéjamo vielu ipasibam. Udensekspozicijas testu vislabak izmantot stabilam organiskam vielam,
kuru log K, vertibas ir no 1,5 lidz 6,0 (13), bet to var izmantot ari loti hidrofobam vielam (log K, > 6,0), ja
iespgjams pieradit, ka testéjamas kimikalijas koncentracija fident ir stabila un ka kimikalija pilnigi iz8kidusi. Ja nav
iespgjams pieradit, ka test§jamas kimikalijas koncentracija fdeni ir stabila, Gdensekspozicijas pétijums nav
piemérots un tapéc vielas testé$anai ar zivim batu jaizmanto uzturpieeja (kaut arl uzturtesta rezultatu interpretacija
un izmantosana var but atkariga no tiesiska reguléjuma). Ieprieksgjas apléses par biokoncentréanas koeficientu
(BCF, ko dazreiz apzimé ar K,) organiskam vielam, kuru log K, vértibas ir lidz pat 9,0, var iegit, izmantojot
Bintein et al. vienadojumu (14). Tadam stipri hidrofobam vielam biokoncentrésanas koeficienta prieksaplésu vertibas
var parsniegt stacionaras fazes biokoncentré$anas koeficienta (BCF) vértibu, kuru paredzéts iegit laboratorijas
eksperimentos, jo Ipasi tad, ja priek3aplései izmantots linears modelis. Bioakumulacijas potencialu raksturo tadi
parametri ka uznemsanas atruma konstante (k,), zuduma atruma konstantes, ari izvadiSanas atruma konstante (k,),
stacionaras fazes biokoncentré$anas koeficients (BCF), kinétiskais biokoncentré$anas koeficients (BCF,) un
uzturiskais biomagnifikacijas koeficients (BMF) (!).

Radioaktivi iezimétas testéjamas vielas var atvieglot tidens, partikas un zivju paraugu analizi, un tas var izmantot,
lai noteiktu, vai biis jaidentificé un kvantitativi janosaka metaboliti. Ja méra tikai radioaktivo atliecku kopégjo
daudzumu (pieméram, sadedzinot vai $kidinot audus), BCF vai BMF ir uz pamatvielas, visu nesadaliju§os metabolitu
un asimiléta oglekla kopégjas bazes. Lidz ar to uz radioaktivo atlicku kopdaudzumu balstitas BCF un BMF vértibas
nevar tiesi salidzinat ar BCF un BMS, kas iegiiti, specifiski analiz€jot tikai pamatvielu. Lai konstatétu BCF vai BMF
uz pamatvielas bazes, pétijumos ar radioaktivu iezimé$anu pirms analizes var izmantot atdaliSanas (separacijas)
procedirras, pieméram, TLC, HPLC vai GC (3. Ja BCF vai BMF bazei jabat nevis radioaktivi iezimétajam kopéjam
atlikumam, bet gan pamatvielas koncentracijai zivs organisma, ar atdaliSanas papémieniem jaidentificé pamatviela
un attiecigie metaboliti un tie kvantitativi janoveérte () (sal. ar 65. punktu). Vel ir iesp&jams, analiz§jot un identi-
ficgjot atliekas audos, ar bioakumulacijas pétijumu apvienot zivju metabolisma vai in vivo sadalijuma pétjjumu. Ar
attiecigiem instrumentiem var prognozét metabolizéSanas iesp&jamibu (pieméram, ESAO QSAR instrumentu
kopumu (15) un aizsargatajam QSAR programmam).

Lémums par to, vai veikt Gidensekspozicijas vai uzturekspozicijas testu un kada bais ta struktiira, jabalsta uz
3. punkta minétajiem faktoriem, kas nemti véra kopa ar attiecigo tiesisko regulgjumu. Pieméram, attieciba uz
vielam, kuram ir liels log K, bet kuram attieciba uz pieejamo analitisko panémienu jutibu joprojam vérojama véra
nemama $kidiba fident, vispirms jaapsver, vai neveikt Gidensekspozicijas testu. Tomér pastav iespéja, ka informacija
par $o hidrofobo vielu $kidibu fideni nav galiga, tadé], pirms lemj, kuru testésanas metodi izmantot, jaizpéta iespéja
sagatavot tdensekspozicijas pétijuma izmantojamas stabilas, méramas koncentracijas Gdens Skiduma (stabilas
emulsijas nav atlautas) (16). Spriezot péc tadiem kritérijiem ka $kidiba ddeni un oktanola-idens sadalfjuma
koeficienta “robeza”, konkrétus preskriptivas noradjjumus par izmantojamo metodi sniegt nav iespgjams, jo
iepriek§ noradito iemeslu dé] metodes izmantojamibu var bitiski ietekmét citi faktori (analitiskie panémieni,
noardiSanas, adsorbcija, u. c.). Tomér par 5 augstaks log K, un 3kidiba Gideni, kas mazaka par ~0,01 - 0,1 mg]l,
iezimeé tadu vielu diapazonu, kuras testét ar adensekspoziciju var bat arvien gratak.

Jaapsver, kadi citi faktori, varétu ietekmét testa izveli, ari vielas potencials adsorbéties testéSanas tvertnés un aparata,
tas stabilitate Gdens $kiduma attieciba pret tas stabilitati zivju bariba (17) (18) utt.

(") Definicijas un mérvienibas skatit 1. papildinajuma.
(}) TLC: planslana hromatografija; HPLC: augstspiediena $kidruma hromatografija; GC: gazu hromatografija.
(*) Dazos tiesiskajos regulgjumos metabolitu analize var biit obligata, ja tiek ieveroti konkréti nosacijumi (sal. 65. punkts).
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Informacija par $adiem praktiskiem aspektiem var bt pieejama no citiem pabeigtiem tdensekspozicijas
pétijumiem. Papildu informacija par to, ka vértét aspektus, kas saistds ar bioakumulacijas pétjjumu veik$anu, ir
pieejama literatiira (pieméram, (19)).

Vielam, kuram ir tada $kidiba vai attieciba uz kuram ir tada iesp&ja uzturét koncentraciju tideni un $o koncentraciju
ta analizet, ka ir iespejams realizét Gdensekspozicijas metodi, biokoncentrésanas potencialu ieteicams noteikt ar to.
Jebkura gadijuma japarliecinas, ka izmantojama(-s) fidensekspozicijas koncentracija(-s) ir testa vides tidens $kidibas

diapazona. Lai uzturétu izskidinatas testGjamas vielas koncentracijas stabilitati, ir iesp&jams izmantot dazadas
metodes, pieméram, izejSkidumus vai pasivas dozéSanas sistémas (pieméram, kolonnu elué$anas metodes)
izmanto$ana, ja vien ir iesp&ams pieradit, ka ir iespgjams uzturét stabilas koncentracijas un ka testa vide salidzi-

najuma ar 27. punkta ieteikto nemainas.

Attieciba uz stipri hidrofobam vielam (log K, > 5 un ar $kidibu zem ~ 0,01-0,1 mg/l) idensekspozicijas testus
veikt var biit arvien gritak. lerobezojumus var radit tas, ka tidens koncentraciju (pieméram, ekspozicijas tvertnu
stikla sorbcijas dé] vai tapéc, ka notiek strauja uzpemsana zivju organismad) nav iesp&ams uzturét limeni, ko
uzskata par pietickami nemainigu, vai ka jaizmanto tik zemas koncentracijas tdeni, ka tas atrodas kvantitativas
noteiksanas analitiskas robezas diapazona vai zem ta ('). Sim stipri hidrofobajam vielam ieteicams veikt baribekspo-
zicijas testu, ja vien tas tests sader ar attiecigo tiesisko reguléjumu un riska novértéjuma vajadzibam.

Attieciba uz virsmaktivam vielam, nemot véra to ipasibas, jaapsver, vai tam neizmantot Gidens biokoncentré$anas
testu, pretéja gadijuma piemeérotaks varétu but uzturpétijums. Virsmaktivas vielas ir virsmaktivi agenti, kas mazina
spraigumu starp diviem $kidrumiem. Sava amfifiliska rakstura dé] (t. i, tie satur gan hidrofilisku, gan hidrofobisku
dalu) tas akumuléjas tadas saskares skirtnés ka tdens un gaiss, Gidens un partika un stikla sienas, un tapéc ir gritak
noteikt to koncentraciju adeni.

Ar uzturtestu iesp&jams apiet dazus jautagjumus, kas saistiti ar tadu sarezgitu maisjjumu ekspoziciju, kuru
sastavdalam atskiras robeza $kidibai Gideni, tadéjadi ka salidzinama eksponétiba visiem maisijjuma komponentiem ar
to ir varbiitigaka neka ar Gidenseksponétibas metodi (sal. (20)).

Japiebilst, ka uzturpieeja tiek iegiits uzturisks biomagnifikacijas koeficients (BMF), nevis biokoncentrésanas faktors
(BCF) (3). Ir pieejas, ka no uzturpétijjuma iegatiem datiem aplést kinétisko biokoncentrésanas koeficientu (BCF,) (ka
aprakstits 8. papildinajuma), tacu §is pieejas jaizmanto piesardzigi. Kopuma $ajas pieejas pastav pienémums par
pirmas pakapes kinétiku un tas var izmantot vienigi noteiktam savienojumu grupam. Tas izmantot virsmaktivam
vielam ir mazvarbitigi (sk. 12. punktu).

Minimizéta adensekspozicijas testa izkartojums, kura paredzéts mazak paraugoSanas punktu un kuram ir mérkis
samazinat dzivnieku skaitu un/vai resursu apjomu (sal. ar 83. punktu un turpmakiem punktiem), jaizmanto tikai
vielam, attieciba uz kuram ir iemesls paredzét, ka uzpem$ana un izvadiSana aptuveni atbildis pirmas pakapes
kinétikai (t. i., kopuma nejonizétas organiskas vielas, sal. ar 88. punktu).

(") Kopuma tdeni izméritajam koncentracijam uzpemsanas fazé vismaz par vienu licluma kartu japarsniedz kvantitativas noteik$anas
robeza, lai pétijuma izvadiSanas fazé attieciba uz organisma esosajam vielam bitu iesp&jams izmeérit vairak neka vienu pussabruksanas
periodu.

(3 Definicijas un mérvienibas skatit 1. papildinajuma.
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C.13. - I Zivju idensekspozicijas biokoncentrésanas tests

TESTA PRINCIPS

Sim testam ir divas fazes: ekspozicijas fize (uznemsana) un pécekspozicijas faze (izvadisana). Uznemsanas fazes
laika vienas sugas zivju grupu eksponé testéjamai vielai pie vienas vai vairakam koncentracijam, kas izraudzitas
atkariba no testéjamas vielas ipasibam (sal. ar 49. punktu). Péc tam zivis izvadiSanas fazé parvieto vidi, kas nesatur
test§jamo vielu. IzvadiSanas faze vajadziga vienmér, ja vien uznemsSanas fazé uzpemtais vielas daudzums nav
maznozimigs. Abas testa fazés kontrolé testgjamas vielas koncentraciju zivju organismafuz ta virsmas (vai
specifiskos organisma audos). Papildus divam eksponétajam grupam identiskos apstaklos, iznemot to, ka nav
pievienota testéjama viela, tur zivju kontrolgrupu, lai ar attiecigo kontrolgrupu varétu salidzinat biokoncentré$anas
testa novérojamas varbiit€jas negativas ietekmes un iegit testéjamas vielas fona koncentracijas (').

Udensekspozicijas testa uznemsanas faze parasti ilgst 28 dienas. Tas ilgumu nepiecieSamibas gadijuma var
paildzinat (sal. ar 18. punktu) vai saisinat, ja tiek pieradits, ka stacionara faze ir sasniegta agrak (definicijas un
mérvienibas sk. 1. papildindjuma). Uzpemsanas fazes ilgumu un laiku lidz stacionarai fazei var prognozét,
izmantojot 5. papildinajuma sniegtos vienadojumus. IzvadiSanas fazi sak tad, kad zivis vairs nav eksponétas
testéjamajai vielai, parvietojot zivis uz tadu pasu vidi, tacu bez testéjamas vielas klatbiitnes tira trauka. Ja iespgjams,
biokoncentrésanas koeficientu vélams aprékinat gan ka koncentrésanas koeficientu zivju organisma (C), gan tdeni
(C,) stacionaraja fazé (BCF definiciju sk. 1. papildinajuma), gan ari ka kinétisku biokoncentrésanas koeficientu
(BCF,; definicijas un mérvienibas sk. 1. papildinajuma), kas tiek aplésts ki uznemsanas atruma konstantes (k,) un
izvadiSanas atruma konstantes (k,) attieciba, piepemot, ka biis pirmas pakapes kinetika ().

Ja 28 dienu laika stacionaro fazi nesasniedz, aprékina BCF, izmantojot kinétisko pieeju, (sal. ar 38. punktu) vai ar
uzpemsanas fazi var paildzinat. Ja tapéc, lai tiktu sasniegta stacionara faze, uznemsanas faze nepraktiski ieilgst (sal.
ar 5. papildinajuma 37. un 38. punktu), vélams izmantot kinétisko pieeju. Parmainus attieciba uz stipri hidrofobam
vielam jaapsver, vai neveikt uztura pétijumu (°), ja vien uztura tests atbilst attiecigajam tiesiskajam regul€jumam.

Uznemsanas atruma konstanti, izvadiSanas (zuduma) atruma konstanti (vai konstantes, ja izmanto sarezgitakus
mode]us), biokoncentréSanas koeficientu (stacionaro unjvai kinétisko) un, ja iespgjams, ticamibas robezas katram
no Siem parametriem aprekina, izmantojot modeli, kas vislabak apraksta izmeritas testéjamas vielas koncentracijas
zivju organisma un deni (sal. ar 5. papildinajumu).

Zivs masas pieaugums testa laika samazinas testgjamas vielas koncentraciju augosas zivis (ta saucamais “augSanas
izraisits atSkaidijums”), tapéc kinétiskais BCF atbilsto$i augSanai jakorigg, jo pretéja gadijuma tas tiks novertéts par
zemu (sal. ar 72. un 73. punktu).

BCF ir balstits uz kop€jo koncentraciju zivju organisma (t. i., uz zivs kopéjo slapjsvaru). Tomér, ja zivis ir
pietiekami lielas vai ari ja tas var sadalit édamaja dala (fileja) un neédamaja dala (iekséjie organi), ipasiem mérkiem
var izmantot specifiskus audus vai organus (pieméram, muskulus, aknas). Ta ki daudzam organiskam vielam ir
skaidri izteikta sakariba starp biokoncentré$anas potencialu un hidrofobitati, attieciga sakariba pastav ari starp
tauku saturu testa zivju organisma un 3adu vielu novéroto biokoncentrésanos. Tadéjadi, lai testa rezultatos vielam
ar augstu lipofilitati (t. i., log K., > 3) $adas mainibas avotu samazinatu, biokoncentré$anas zivju organisma
papildus tiesi pétjjuma iegiitajam raditajam jaizsaka ka normalizéta zivij, kuras organisma lipidsaturs ir 5 % (uz visa
kermena slapjsvara bazes). Tas vajadzigs, lai batu baze, ko var izmantot, lai savstarpéji salidzinatu par dazadam
vielam un/vai testa sugam iegitus rezultatus. Lipidsaturu 5 % izmanto loti plasi, jo tas raksturo vidgjo lipidsaturu
$aja testéSanas metodé izmantot zivju [sugu] organisma (21).

() Lielakajai dalai testéjamo vielu ideala gadijuma nevajadzétu bt detektéjamam kontroles Gideni. Fona koncentracijam biitu jaattiecas tikai
uz dabiskas izcelsmes materialiem, (pieméram, daziem metaliem) un vielam, kuras vidé ir plasi pieejamas.

(*) Ja acimredzami netiek novérota pirmas pakapes kinétika, jaizmanto sarezgitaki modeli (sk. izmantoto literatiiru 5. papildinajuma) un
jaladz biostatistikas specialista padoms.

(’) Ja biokoncentréSanas testa novérojama slikta $kidiba fideni, mazas ekspozicijas koncentracijas var mazinat uzpemsanu, turpreti ar
baribas testu iesp&jams panakt daudz lielakas ekspozicijas koncentracijas.
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INFORMACIJA PAR TESTEJAMO VIELU

Papildus levada (3. punkts) noraditajam testgjamas vielas Ipasibam nepiecieSama arT tada informacija ka toksiskums
testa izmantojamajai zivju sugai, velams, asimptotiska LC,, (t. i., no laika neatkariga), un/vai no ilglaicigos testos ar
zivim apléstais toksiskums (pieméram, TM C.47. (22), C.15. (23) un C.14. (24)).

Lai kvantitativi noteiktu vielu testéjamos $kidumos un biologiskaja materiala, jabiit pieejamai piemeérotai analitiskai
metodei ar zinamu pareizibu, precizitati un jutibu, ka arl informacijai par paraugu sagatavosanu un glabasanu.
Jabait zinamai ari test§jamas vielas analitiskas kvantitativas noteikSanas robezai gan tdeni, gan zivju audos. Ja
izmanto radioaktivi iezimétu testé§jamo vielu, tai jabat ar augstako tiribu (pieméram, vélams > 98 %) un jabat
zinamai ar piemaisijjumiem saistitajai radioaktivitates procentualajai dalai.

TESTA VALIDITATE
Lai tests biitu valids, pieméro $adus nosacijumus:

Udens temperatiiras mainiba ir mazaka par * 2°C, jo lielas novirzes var ietekmét uznemsanai un izvadisanai
bitiskus biologiskus parametrus, ka arT dzivniekiem izraisit stresu.

Izskidusa skabek]a koncentracija nav mazaka par 60 % piesatinajuma.
Testéjamas vielas koncentraciju kameras uztur £ 20 % robezas no uznemsanas fazes laika izmeéritas vidéjas vértibas.

Testéjamas vielas koncentracija nesasniedz tas tidensskidibas robezu, ierekinot to, ka faktisko skidibu var ietekmet
testa Gidens (!).

Testa beigas mirstiba vai citas negativas ictekmes/slimibas ne kontroles, ne apstradatajam zivim neparsniedz 10 %;
ja tests ilgst vairakas nedé€las vai ménesus, nave vai cita veida negativa ietekme abas zivju kopas nedrikst parsniegt
5 % ménesi un kopuma nedrikst parsniegt 30 %. Ja testgrupas un kontrolgrupas paraugoto zivju vidgjais augsanas
atrums bitiski atkiras, tas var liecinat par toksisku testéjamas vielas ietekmi.

STANDARTVIELAS

Ja vajag parbaudit eksperimenta procediiru (pieméram, ja laboratorijai nav iepriek3jas pieredzes testa veiksana vai
ir mainiti eksperimenta apstakli), var bat lietderigi izmantot standartvielas ar zinamu biokoncentrésanas potencialu
un zemu metabolizé$anos.

METODES APRAKSTS

Aprikojums

JacenSas neviena aprikojuma dala neizmantot materialus, kas var $kist, sorbéties vai izskaloties un kas var
nelabveéligi ietekmét zivis. Var izmantot no kimiski inerta materiala izgatavotas taisnstiirainas vai cilindriskas
standarttvertnes, kuram ir pietickama, noslogojumam (sal. ar 43. punktu) atbilstosa ietilpiba. Mikstas plastmasas
caurulites jaizmanto minimali. Jaizmanto politetrafluoretiléna, neriisoda térauda un/vai stikla caurulites. Pieredze
rada, ka tadam test§jamam vielam ar augstu adsorbcijas koeficientu ka sintétiskie piretroidi var bat jaizmanto
kvarca stikls. Tadas situacijas aprikojums péc izmantoSanas jalikvidé. Ja pirms testa organismu iesaistiSanas prasits
pieradit, ka tiek saglabatas stabilas ekspozicijas koncentracijas, testa sistémas vélams tik ilgi, cik vajadzigs, eksponét
tadam testéjamas vielas koncentracijam, kas tiks izmantotas pétjjuma.

() Lai noteiktu attiecigas ekspozicijas koncentracijas, vairadkkomponentu vielam, UVCB un maisjjumiem janem véra katra attieciga
komponenta skidiba Gideni.
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Udens

Testos parasti lieto dabisko Gideni, un ta ieguves avotam jabit nepiesarpotam un nemainigas kvalitates. Tomér, lai
nodro$inatu nemainigu kvalitati, piemérotaks var biit rekonstituéts Gidens (t. i., demineralizéts Gidens, kam zinamos
daudzumos pievienoti konkréti mikroelementi). AtskaidiSanas Gidenim, kas ir pirms ievietoSanas testa trauka ar
test§jamo vielu sajaukts tidens (sal. ar 30. punktu), jabat tadas kvalitates, lai izraudzitas zivju sugas visa aklimati-
zacijas un testéSanas perioda laika varétu izdzivot, neuzradot nekadas anormalas izskata vai uzvedibas pazimes.
Ideala gadijuma japierada, ka testa izmantotas sugas atSkaidiSanas Gideni var dzivot, augt un vairoties (pieméram,
laboratorijas kultras vai dzivescikla toksiskuma testd). AtskaidiSanas Gdens jaraksturo vismaz ar pH, cietibu,
kopé€jo cieto vielu saturu, kopgjo organisko oglekli (TOC (%)) un, vélams, ari ar amoniju, nitritiem un sarmainibu
un — jiras dzivniekiem — salumu. Parametri, kas ir svarigi optimaliem zivju eksistences apstakliem, nav pilniba
zinami, bet 2. papildindgjuma ir sniegtas ieteicamas maksimalas koncentracijas attieciba uz vairakiem testos
lietojama saldiidens un jiras Gdens parametriem.

Testa laika jabat nemainigai atSkaidiSanas Gidens kvalitatei. Testa sakuma pH vértibai jabit no 6,0 lidz 8,5, bet viena
testa laika = 0,5 pH vienibu robezas. Lai nodrosinatu, ka atskaidisanas tidens nevajadzigi neietekmé testa rezultatu
(pieméram, veidojot kompleksus ar testéjamo vielu) vai negativi neietekmé zivju krajuma raditajus, laiku pa laikam,
vismaz testa sakuma un testa beigas, janem paraugi analizei. Ja ir zinams, ka at§kaidiSanas Gidens kvalitate ir relativi
nemainiga, smago metalu (pieméram, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd un Ni), galveno anjonu un katjonu (pieméram, Ca2*+, Mg?
*+, Nat, K+, Cl- un SO,*), pesticidu (pieméram, kopgjo fosfororganisko pesticidu un kopé&o hlororganisko
pesticidu), kopgja organiska oglekla un suspendéto cieto vielu noteik$ana javeic, pieméram, reizi trijos méne3os. Ja
ir pieradits, ka vismaz viena gada laika atSkaidiSanas Gidens kvalitate nemainas, noteikSanu var veikt retak un
intervali var bat garaki (pieméram, reizi seSos ménesos).

AtskaidiSanas Gdens dabigajam dalinu saturam un kop&am organiskajam ogleklim jabit iespé&ami zemam, lai
nepielautu, ka testéjamas vielas adsorbé$anas uz organiska materiala samazina vielas biopieejamibu, ka dé] BCF
tiktu novertéts par zemu. Maksimali pielaujama vértiba attieciba uz suspendétam vielam (sausnu, kas neiziet caur
0,45 pm filtru) ir 5 mg/l, bet attieciba uz kopgjo organisko oglekli — 2 mg/l (sal. ar 2. papildinajumu). Ja vajag,
at$kaidiSanas tidens pirms lietoSanas jafiltré. Organiska oglekla saturam, kas testa deni nonacis no testa zivim
(ekskreta) un baribas parpalikumiem, tideni jabit iespgjami mazam (sal. ar 46. punktu).

Test&jamie skidumi

Sagatavo testéjamas vielas izejskidumu ar attiecigu koncentraciju. Izejskidumu vislabak pagatavot, testéjamo vielu
vienkarsi iemaisot vai kratot at$kaidiSanas Gideni. DaZos gadijumos piemérota alternativa ir cietas fazes desorbcijas
dozélanas sistémas izmantosana. Skidinatdjus un izkliedétajus (Skidinasanas lidzeklus) izmantot parasti nav
ieteicams (sal. (25)), ta¢u Sos materialus izmantot var bat piepemami, lai iegiitu vajadzigas koncentracijas
izejSkidumu, tacu japieliek visas piles, lai $adus materialus izmantotu minimali un (attieciga gadijuma) neparsniegtu
kritisko koncentraciju, pie kuras veidojas micellas. Var izmantot tadus $kidumus ka acetons, etanols, metanols,
dimetilformamids un trietilénglikols; izmantotie izkliedétaji ir Tween 80, metilceluloze 0,01 % un HCO-40.
Skidinataja koncentracijai galigaja testa vidé visas apstradés jabiit vienadai (t. i., neatkarigi no testéjamas vielas
koncentracijas) un ta nedrikst parsniegt attiecigas toksicitates slieksnvértibas, kas $kidinatdgjam noteiktas testa
apstaklos. Maksimalais koncentracijas limenis ir 100 mg/l (vai 0,1 ml/l). Maz ticams, ka $kidinataja koncentracija
100 mg/1 batiski mainis maksimalo iz$kidinato testéjamas vielas koncentraciju, ko vidé iesp&jams panakt (25). Batu
jazina, cik daudz no kopégja organiska oglekla satura testa tideni ir no $kidinatdja (kopa ar test€jamo vielu). Visa
testa laika kopéja organiska oglekla koncentracija testa trauka nedrikst par vairak neka 10 mg/l (+ 20 %) parsniegt

to organiska oglekla koncentraciju, kas rodas no testéjamas vielas un $kidinataja vai $kidinasanas lidzekla (), ja tadu

(") TOC sastav no dalinu organiska oglekla un no izskidinata organiska oglekla, t. i. TOC = POC + DOC.

() Sadi rikoties parasti nav ieteicams, tomér, ja izmanto $kidinataju vai skidinaganas lidzekli, organiska oglekla koncentraciju testa traukos
VErte, testéjamas vielas organiskajam ogleklim pieskaitot 3a lidzekla organisko oglekli.
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izmanto. Ar zivim veiktos caurpliides testos organisko vielu saturs var batiski ietekmét brivi izskidusas test&jamas
vielas daudzumu, jo ipasi loti lipofilam vielam. Svarigu informaciju par attiecibu starp sasaistitiem un brivi
iz8kidusiem savienojumiem, no kuriem pédgjo uzskata par biopieejamas frakcijas raditaju, var sniegt cietas fazes
mikroekstrakcija (sal. ar 60. punktu). Test€jamas vielas koncentracijai jabut zemakai par testéjamas vielas skidibas
robezu, kada ta testa vidé ir pat ar 3kidinatdja vai $kidinasanas lidzekla izmantoSanu. Talitéji bionoardami
skidinataji jalieto piesardzigi, jo caurpliides testos tie var radit ar baktériju augSanu saistitas problémas. Ja, nelietojot
skidinasanas lidzekli, izejskidumu sagatavot nav iesp&jams, jaapsver, vai nav lietderigi izmantot nevis pétjjumu par
baribekspoziciju, bet gan tidensekspozicijas pétijumu.

Lai testeSanas kameram piegadatu testejamas koncentracijas, caurplides testiem ir vajadziga sistéma, kas
nepartraukti padod un at$kaida testéjamas vielas izejskidumu (pieméram, dozgjoss siiknis, proporcionals
atSkaiditajs, piesatinataja sistéma), vai cietds fazes desorbcijas dozéSanas sistéma. Vélams paredzét, ka katra
testeSanas kamera tilpums nomainas vismaz piecas reizes diena. Prieksroka tiek dota caurplides reZzimam, bet, ja
tas nav iesp&ams (pieméram, ja tas negativi ietekmé testa organismus), izpildot deriguma kritérijus, var izmantot
pusstatisku panémienu (sal. ar 24. punktu). Izejskidumu un at$kaidiSanas tidens caurplidums jakontrole 48 stundas
pirms testa saksanas un péc tam testa laikd vismaz katru dienu. Saja kontrolparbaudé katra testéSanas kamera
nosaka caurplidumu un raugas, lai neviend kamera tas nemainitos vairak par 20 % un arl starp kameram
neatskirtos par lielaku vértibu.

Sugu izraudziSanas

Izraugoties sugas, svarigi kritériji ir, lai tas batu viegli pieejamas, lai varétu iegfit piemérota lieluma to Ipatnus un
tos apmierinosi turét laboratorija. Pie citiem kritérijiem, péc kuriem izraugas zivju sugas, pieder to rekreativa,
komerciald, un ekologiska nozime, ka ari salidzinama jutiba, agrakas izmantoSanas sekmigums utt. Testiem
ieteicamas sugas ir noraditas 3. papildinajuma. Var izmantot citas sugas, bet tam var biit nepieciesams pielagot testa
procediru, lai batu nodrodinati piemeéroti testéSanas apstakli. Tada gadijuma sugas izraudzisanas pamatojums un
eksperimenta metode janorada parskata. Vispar, izmantojot sugas ar mazaka izméra zivim, samazinasies
stacionaras fazes sasniegSanai vajadzigais laiks, bet var bat vajadzigs vairak zivju (paraugu), lai varétu pietiekami
analizét lipidsaturu un testéjamas vielas koncentraciju zivju organisma. Turklat iesp&jams, ka rezultatu salidzinasanu
starp dazadiem testiem un testa sugam apgritina jaunu un vecaku zivju atSkiribas attieciba uz skabekla
uzpemsanas raditaju un metabolismu. Janem véra, ka datu interpreté$ana var sarezgities ar zivju sugam, ko testé
(agrina) attistibas stadija, kad notiek strauja augsanu.

Zivju turéSana (attiecas uz iidensekspoziciju un baribekspoziciju)

Zivju pamatpopulacija vismaz divas nedélas jaaklimatize testa temperattiras Gideni (sal. ar 28. punktu) un visu laiku
janodrogina ar pietickamu uzturu (sal. ar 45. punktu). Gan Gdenim, gan uzturam jabit tadam pasam ka tam, ko
izmantos testa laika.

Péc 48 stundu sakumposma registré mirstibu un pieméro $adus kritérijus:

— ja mirstiba septinas dienas parsniedz 10 % no populacijas, visu partiju izbrake;

— ja mirstiba septinas dienas ir 5-10 % no populacijas, aklimatizaciju veic septinas papildu dienas, un, ja
nakamajas septinas dienas mirstiba parsniedz 5 %, visu partiju izbrakeé;

— ja mirstiba septinas dienas nesasniedz 5 % no populacijas, partija ir piepemama.

Testiem izmantojamam zivim nedrikst bt redzamu slimibu vai anormalijas pazimju. Neizmanto nevienu slimu
zivi. Zivis nevajadzétu arstét no slimibam divu nedélu laika pirms testa vai testa laika.
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TESTA VEIKSANA

PriekStestéSana

Lai testéSanas apstaklus optimizétu galigajam testam, pieméram, izraudzitos testéjamas vielas koncentraciju(-as),
noteiktu uzpemsanas fazes un izvadi§anas fazes ilgumu vai noskaidrotu, vai nepiecie$ams veikt pilnu testu, var
noderét priekSeksperiments. PriekstestéSanas planam jabat tadam, lai bhtu iespéjams iegiit nepiecieSsamo
informaciju. Var apsveért, vai BCF atvasinasanai nepietiks ar minimizétu testu vai tomér ir javeic pilns pétjjums (par
minimizéto testu sal. ar 83.-95. punktu).

Ekspozicijas apstakli

Uznemsanas fazes ilgums

UzpemsSanas fazes ilgumu var prognozét, balstoties uz praktisko pieredzi (pieméram, iepriek$€ju pétjumu vai
strukturali radniecigas vielas akumuldcijas pétfjuma) vai noteiktdm empiriskim sakarbam, kur izmantotas
zindfanas vai nu par testgjamas vielas $kidibu tdeni, vai par tas oktanola/idens sadaljuma koeficientu (ja
uznemsanas faze atbilst pirmas pakapes kinétikai, sal. ar 5. papildinajumu).

UznemsSanas fazei jailgst 28 dienas, ja vien nav iesp&jams pieradit, ka stacionara faze ir sasniegta agrak (sk.
1. papildindjumu “Definicijas un mérvienibas”). Grafiskaja att€lojuma ar testéjamo vielu zivs organisma stacionara
faze (C) attieciba pret laiku ir sasniegta tad, kad likne klast paraléla laika asij un trim péc kartas veiktam C;
analizém ar paraugiem, kas nemti ar vismaz divu dienu starplaikiem, savstarpgja sakritiba ir + 20 % robeZas, un
laika starp pirmo un pédgjo secigo analizi nav novérojams bitisks C; pieaugums. Analizgjot apvienotus paraugus, ir
vajadzigas vismaz Cetras secigas analizes. Test€jamam vielam, ko organisms uznem léni, piemérotaki intervali ir
septinas dienas. Ja stacionara faze 28 dienu laika nav sasniegta, BCF aprekina, izmantojot vienigi kinétisko pieeju,
kas nepalaujas uz stacionaras fazes sasnieg$anu, vai uzpemsanas fazi var pagarinat, lidz tiek sasniegta stacionara
faze vai lidz 60 dienam, atkariba no ta, kas iestajas drizak. Vel uznemsanas fazes beigas ar testéjamas vielas koncen-
traciju zivs organisma japietiek, lai varétu izdarit ticamu aplési par k, no izvadiSanas fazes. Ja péc 28 dienam nav
novérojama bitiska uznemsana, testu var apturét.

Izvadisanas fazes ilgums

Vielam, attieciba uz kuram novérojama pirmas pakapes kinétika, parasti pietick ar pusi no uzpems$anas fazes
ilguma, lai iegiitu attiecigu organisma eso$as vielas samazinajumu (pieméram, 95 %) (sal. ar 5. papildinajumu par
apléses izskaidrojumu). Ja laiks 95 % sasniegSanai ir nerealiz&jami ilgs, pieméram, ja tas divreiz parsniedz parasto
uzpemsanas fazes ilgumu (t. i, vairak neka 56 dienas), var izmantot isaku laiku (pieméram, lidz bridim, kad
testéjamas vielas koncentracija ir mazaka par 10 % no stacionaras fazes koncentracijas). Tomér vielam, kam ir
sarezgitaki uznemsanas un izvadiSanas modeli neka viena zivju nodaljjuma modeli, kura vérojama pirmas pakapes
kinétika, var blit nepiecieSamas garakas izvadiSanas fazes. Ja tiek noveéroti un/vai paredzeti tadi sarezgiti modeli, ir
ieteicams ligt padomu biostatistikas unfvai farmakokinétikas specialistam, lai nodro$inatu pienacigu testa
struktiiru. Ja izvadiSanas periodu paildzina, paraugojamo zivju skaits var kliit ierobezojoss un rezultatus var
ietekmét zivju augsanas atkiribas. Sis periods biis ari atkarigs no perioda, kura laika testéjamas vielas koncentracija
zivju organisma saglabajas virs kvantitativas noteikSanas analitiskas robezas.

Testa zivju skaits

Zivju skaitu uz katru testéjamo koncentraciju izraugas tadu, lai katra paraugoSanas punkta bitu pieejamas vismaz
Cetras zivis. Zivis jaapvieno tikai tad, ja vienu zivi analizét praktiski nav iespams. Ja tiek planots izveidot
precizaku likni (un atvasinatos parametrus) vai ja prasits pétit metabolizéSanos (pieméram, lai, izmantojot
radioaktivi iezimétas test€jamas vielas, atskirtu metabolitus un pamatvielu), uz vienu paraugoSanas punktu vajadzés
vairak zivju. Lipidsaturs janosaka tam pasam biologiskajam materialam, ko izmanto test€jamas vielas koncentracijas
noteiksanai. Ja tas nav iesp&jams, var biit vajadzigas papildu zivis (sal. ar 56. un 57. punktu).
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Ja izmanto pieaugusas (t. i., dzimumnobriedusas) zivis, tas pirms testa vai ta laika nedrikst biit narstoSanas stadija
vai nesen laiduSas ikrus (t. i., jau narstojusas). Janorada, vai eksperimentd izmantotas viriska, sieviska vai abu
dzimumu zivis. Ja izmanto abus dzimumus, augSanas un lipida satura at3kiribam starp dzimumiem pirms
ekspozicijas sakuma jabit dokumentétam ka nebatiskam, jo ipasi, ja tiek paredzéts, ka viriska un sieviska dzimuma
zivis biis jaapvieno, lai nodrosinatu detektgjamas vielas koncentracijas un/vai lipidsaturu.

Tkviena atseviska testa izraugas zivis ar lidzigu svaru t3, lai mazaka nebatu vieglaka par divam tresdalam no lielakas
svara. Visam jabiit vienas vecuma grupas un iegfitim no viena avota. Ta ka zivju svars un vecums var bitiski
ietekmét BCF vertibas (12), §1 informacija precizi jaregistré. leteicams neilgi pirms testa sakuma nosveért zivju
parauga apak$paraugu, lai noteiktu vidéjo svaru (sal. ar 61. punktu).

Noslogojums

Lai lidz minimumam samazinatu testéjama savienojuma koncentracijas samazinasanos wdeni, ko rada zivju
ievietoSana testa sakuma, un ari lai nesamazinatos izskidusa skabekla koncentracija, izmanto augstu Gdens/zivju
attiecibu. Svarigi, lai noslogojums biitu testa izmantotajam zivju sugam piemérots. Katra zina parastais ieteicamais
zivju[Gdens noslogojums ir 0,1-1,0 g zivs (slapjsvars) uz litru @idens diena. Augstakus zivju/idens noslogojumus
var izmantot tad, ja ir pieradits, ka test€jamas vielas koncentraciju var uzturét + 20 % robezas un ka izskidusa
skabekla koncentracija nesamazinas zem 60 % piesatindgjuma (sal. ar 24. punktu).

Izraugoties piemérotu noslogojuma rezimu, janem véra zivju sugu ierasta dabiska vide. Pieméram, zivim, kuras
dzivo Tdens tilpnes dibena, uz to pasu dens tilpumu var vajadzét lielaku akvarija dibena laukumu neka tuvu
tdens virsmai dzivojo§am zivju sugam.

Barosana

Aklimatizacijas un testa laika zivis baro ar attiecigu baribu, kurai ir zinams lipidu un kopgjo olbaltumvielu saturs,
pietickama daudzuma, lai tas uzturétu veselas un saglabatu kermena svaru (ir pielaujama neliela augsana). Aklimati-
zacijas un testa laika zivis baro noteikta limeni atkariba no izmantotas sugas, eksperimenta apstakliem un baribas
energétiskas vértibas (pieméram, varaviksnes forelei — katru dienu aptuveni 1-2 % no kermena svara). BaroSanas
intensitati izraugas tadu, lai nenotiktu atra augSana un liels lipidsatura pieaugums. Lai barosanas intensitati
saglabatu nemainigu, baribas daudzumu attiecigi parrékina, pieméram, reizi nedéla. Sim aprékinam zivju svaru
katra testa kamera var noveértét péc zivs, kas $aja kamera visnesenak papemta paraugam. Kamera paliku$as zivis
nesver.

Neapésto baribu un izkarnjjumus katru dienu isi péc barosanas (no 30 minitém lidz vienai stundai) no testa
kameram jaatsiic ar sifonu. Testa laika kameras jatur iespéjami tiras, lai organiskd materiala koncentracija bitu
iespéjami zemaka (sal. ar 29. punktu), jo organiska oglekla klatbiitne var ierobeZot testéjamas vielas biopieejamibu
(12).

Ta ka daudzu veidu zivju bariba tiek ieghiti no zivju miltiem, jabit drosibai, ka 31 bariba neietekmés testa rezultatus
vai neradis nelabvéligu ietekmi, pieméram, ja ta satur pesticidus (to elementus), smagos metalus unfvai pasu
testéjamo vielu.

Gaisma un temperatiira

leteicams 12-16 stundu fotoperiods, un temperatira (x 2°C) japielago testa sugai (sal. ar 3. papildinajumu). Jabat
zindmam apgaismojuma veidam un ta Ipatnibam. Jauzmanas, lai pétijuma starojuma apstaklos nebitu varbatigas
test§jamas vielas fotoparvertibas. Jaizmanto piemérots apgaismojums, lai zivis netiktu eksponétas nedabigu
fotoproduktu iedarbibai. Dazos gadjjumos var bat lietderigi izmantot filtru, kas ekranétu UV starojumu ar vilna
garumu zem 290 nm.
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Testejamas koncentracijas

Sakotnégji $is tests bija paredzéts nepolaram organiskam vielam. Paredzams, ka attieciba uz $ada veida vielu pietiks,
ka zivi eksponés vienai koncentracijai, jo nekada koncentracijas ietekme nav sagaidama, kaut ari saskana ar
attiecigo tiesisko regulgjumu var bit nepiecieS$amas divas koncentracijas. Ja testé cita veida vielas vai ir zinami citi
raditaji par iesp&jamu atkaribu no koncentracijas, tests javeic ar vél divam vai vairakam koncentracijam. Ja testé
tikai vienu koncentraciju, vienas koncentracijas izmanto$ana japamato (sal. ar 79. punktu). Testgjamai koncentracijai
jabat tik zemai, cik praktiski vai tehniski iespéjams (t. i, nedrikst bt tuvu $kidibas robezai).

Dazos gadjjumos (pieméram, attieciba uz metaliem, kuru uzpemsanu zivju organisma var vismaz dalgji regulét) ir
sagaidams, ka vielas biokoncentréSanas ir atkariga no tas koncentracijas ideni. Tados gadijjumos jatesté vismaz
divas, bet velams vairakas vides apstakliem nozimigas koncentracijas (sal. ar 49. punktu). Ari vielam, kuru
testétajam koncentracijam praktisku iemeslu de] jabat tuvu $kidibas robezZai, ieteicams testét vismaz divas koncen-
tracijas, jo tas var sniegt ieskatu ekspozicijas koncentraciju ticamiba. Izraugoties testéjamas koncentracijas, jaieklauj
vidé sastopama koncentracija, ka arT konkréta novértéjuma mérkim atbilstosa koncentracija.

Testgjamas vielas koncentracija(-s) jaizraugas zemaka(-s) par tas hroniskas ietekmes limeni vai 1 % no tas akata
asimptotiska LC,,, videi atbilstosa diapazona un vismaz ar tadu lieluma kartu, kas ar izmantoto analitisko metodi
parsniedz tas kvantitativas noteikSanas robezu tideni. Augstako pielaujamo testéjamo koncentraciju ari iesp&jams
noteikt, akiito 96 h LC,, dalot ar attiecigo akiito/hronisko koeficientu (pieméram, dazam vielam piemérots
koeficients ir apméram tris, bet nedaudzi parsniedz 100). Ja izmanto otru koncentraciju, tai desmitkartigi jaatskiras
no iepriek§ noraditas. Ja toksiskuma kritérija dé] (kas ierobezo augstako testéjamo koncentraciju) un analitiskas
robezas dé] (kas ierobezo zemako testéjamo koncentraciju) tas nav iesp&ams, var izmantot koeficientu, kas ir
mazaks par desmit, un jaapsver, vai neizmantot radioaktivi iezimétu testéjamo vielu (ar visaugstako tiribas pakapi,
pieméram, velams > 98 %). Jagada, lai neviena izmantota koncentracija neparsniedz robezu, kas raksturo testéjamas
vielas $kidibu testa videé.

Kontroles

Papildus testa sérijam jaizmanto viena atSkaidiSanas tdens kontrole (sal. ar 30. un 31. punktu) vai attieciga
gadjjuma viena kontrole ar $kidinataju.

Udens kvalitates mérjjumu biezums

Testa laika visos testa un kontroles traukos jaméra izskidusais skabeklis, TOC, pH un temperatiira. Kontroles(-lu)
trauka un vél viena trauka jaméra kopgja cietiba un salums (attieciga gadijuma). Ja testé divas vai vairak koncen-
traciju, $os parametrus méra pie augstakas (vai visaugstakas) koncentracijas. Iz3kiduSais skabeklis un salums
(attieciga gadijuma) jaméra vismaz tris reizes — uznemsanas perioda sakuma, apméram vidd un uzpemsanas
perioda beigads — un reizi nedéla izvadiSanas perioda laika. TOC jaméra testa sakuma (24 un 48 stundas pirms
uzpems$anas fazes sakSanas) pirms zivju ielai§anas un vismaz reizi nedéla uzpems$anas un izvadiSanas fazes laika.
Temperatiira jaméra un jaregistré katru dienu, pH — katra posma sakuma un beigas, un cietiba — vienreiz katra
testd. Temperatfiru vismaz viena trauka vélams parraudzit visu laiku.
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Zivju un @idens paraugosana un analize

Zivju un iidens paraugosanas grafiks

Udeni no testa kameram testéjamas vielas koncentricijas noteik$anai nem pirms zivju ielaiSanas un gan
uznems$anas, gan ari izvadiSanas fazes laika. Udeni paraugo pirms baroSanas, vienlaikus ar zivju paraugoSanu.
Biezak paraugot var bt lietderigi, lai batu drosiba, ka péc zivju ievietosanas koncentracijas ir stabilas. Uznemsanas
fazé nosaka testéjamas vielas koncentraciju, lai parbauditu atbilstibu deriguma kritérijiem (24. punkts). Ja
izvadiSanas fazes sakuma tdens paraugu analizes liecina, ka testéjama viela nav detektéta, ar to var pamatot, ka
izvadiSanas fazes atlikusaja laika testa un kontroles @ideni attieciba uz testéjamo vielu neméra.

Zivis vismaz piecas reizes paraugo testéjamas vielas uznemsanas fazes laika un vismaz Cetras reizes izvadiSanas
fazes laika. Ta ka dazos gadijjumos ir griiti, pamatojoties uz $o paraugu skaitu, ar pienemamu precizitati izrekinat
aptuveno BCF vertibu, (jo ipasi, ja ir liecibas, ka uznemsanas un izvadiSanas kinétika nav vienkar$a pirmas pakapes
kinétika), var biit ieteicams paraugus abas fazés nemt biezak (sal. ar 4. papildinajumu).

Vismaz uznemsSanas fazes sakuma un beigas un izvadiSanas fazes beigas tam pasam biologiskajam materialam, ko
izmanto testéjamas vielas koncentracijas noteikSanai, janosaka lipidsaturs. Ja tas nav iespgjams, japaraugo vismaz
tris neatkarigas zivis, lai tajos pasos tris laikpunktos noteiktu lipidsaturu. Eksperimenta sakuma attiecigi japielago
zivju skaits katra tvertné (). Ja kontroles zivs organisma (t. i., pamatgrupas zivi) netiek detektéts batisks daudzums
test§jamas vielas, testa izmantoto kontroles zivi var analizét vienigi attieciba uz lipidsaturu un testéjamas vielas
analizi testgrupa(-s) (un attiecigo uznemsanas atruma konstanti, izvadiSanas atruma konstanti un BCF vértibas) var
korigét, lai biitu nemtas véra testa laika notikusas parmainas kontrolgrupas lipidsatura ().

Attieciba uz testgjamo vielu vai lipidu koncentraciju nedrikst analizét mirusas vai slimas zivis.

Pienemama paraugoSanas grafika piemérs ir sniegts 4. papildindjuma. Citus grafikus iespgjams viegli aprékinat,
izmantojot citas pienemtas vértibas Ky, lai aprékinatu ekspozicijas laiku uznemsanai 95 % (aprékinus sk. 5. papildi-
najuma).

Paraugosana uzpems$anas faze jaturpina tik ilgi, lidz sasniegta stacionara faze (sk. 1. papildindjumu “Definicijas un
mérvienibas”), pretéja gadijuma uznemsanas fazi izbeidz (péc 28 vai 60 dienam, sal. ar 37. un 38. punktu). Pirms
izvadiSanas fazes sakSanas zivis japarvieto uz tiriem traukiem.

ParaugoSana un paraugu sagatavosana

Udens paraugus analizei iegiist, pieméram, sifongjot caur inerta materiala cauruli no testa kameras viduspunkta.
Liekas, ka nedz ar filtraciju, nedz ar centrifugéSanu test&jamai vielai no biologiski pieejamas frakcijas ne vienmeér
var separét biologiski nepieejamo frakciju. Nemot véra gratibas ar biologisko pieejamibu, ja izmanto separacijas
panémienu, tas testéSanas parskatd vienmér japamato vai javalidé (25). Paraugus ta nevajadzétu apstradat jo ipasi
attieciba uz stipri hidrofobam vielam (t. i., vielam ar log K, > 5) (12) (26), kas var adsorbeéties filtra matrica vai
centrifugéSanas tvertnés. Ta vieta tvertnes jacenSas saglabat iesp&ami tiras (sal. ar 46. punktu) un gan uznemsanas,
gan izvadiSanas fazé jamonitoré kopéja organiska oglekla saturs (sal. ar 53. punktu). Lai izvairitos no iespéjamam
samazinatas biopieejamibas problémam, slikti $kisto§am un stipri hidrofobam vielam var izmantot paraugosanu ar
cietas fazes mikroekstrakcijas panémieniem.

() Ja lipidsaturu neanalizé tai pasai zivij, kurai analiz&ja testéjamo vielu, zivij jabit vismaz ar tadu pasu svaru un (attieciga gadijuma) tada
pasa dzimuma.

(3 Sialternativa der tikai tad, ja zivis visas testgrupas tur tada pasa lieluma grupas, iznem saskana ar tadu pasu sistému un baro tada pasa
veida. Tas visas testgrupas nodrosina lidzigu zivju augSanu, ja testéta koncentracija ir zemaka par toksisko diapazonu. Ja augSana ir
lidziga, paredzams, ka lidzigs bis ari lipidsaturs. Atskiriga augSana kontrolé liecinatu par vielas ietekmi un pétjjumu daritu nederigu.
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Paraugotas zivis nekavéjoties eitanazg, izmantojot vispiemérotako un humanako metodi (veselas zivs mériSanai
nedara neko citu ka tikai zivi skalo ar Gideni (sal. ar 28. punktu) un nosusina). Nosver un izméra kopéjo garumu (').
Katras atseviskas zivs izmérito svaru un garumu saista ar analizéto vielas koncentraciju (un attieciga gadijuma
lipidsaturu), pieméram, katrai paraugotajai zivij izmantojot unikalu identifikacijas kodu.

Zivis un tdeni visvelamak analizét talit péc paraugosanas, lai, kamér tests turpinas, nepielautu sadaliSanos un citus
zudumus un izrékinatu aptuvenas uzpems$anas un izvadiSanas atruma konstantes. Talitéja analize arl palidz
nenokavét, nosakot laiku, kad ir sasniegts liknes plato (stacionara faze).

Ja analizi neizdara talit, paraugi jaglaba saskana ar piemérotu metodi. Pirms pétjjuma sakuma jaiegilist informacija
par konkrétajai testéjamai vielai atbilstosu glabasanas metodi, pieméram, sasaldéSana, glabasana 4°C temperatiira,
ekstrakcija utt. Glabasanas ilgums jaizraugas tads, lai biitu drosiba, ka viela glabasanas laika nenoardas.

Analitiskas metodes kvalitate

Ta ka visu procediiru péc biitibas nosaka testgjamajai vielai izmantojamas analitiskas metodes pareiziba, precizitate
un jutiba, eksperimentali japarbauda, vai ar konkréto metodi apmierinosa ir vielas analizes pareiziba, precizitate un
reproducéjamiba, ka ari test§jamas vielas atgiistamiba gan no tidens, gan no zivim. Tai jabat dalai no priekstes-
teSanas. Parbauda ari, vai testéjama viela nav detektéjama atSkaidiSanas tdeni. Ja nepiecieSams, testa ieglitas
testéjamas vielas koncentracijas vértibas Gideni un zivju organisma korigé attieciba uz atgiistamibu un kontrolu fona
vértibam. Zivju un Gdens paraugi visu laiku jaapstrada ta, lai lidz minimumam samazinatu piesarnojumu un
zudumus (pieméram, tos, kas rodas no adsorbcijas uz paraugo$anas ierices).

Zivju paraugu analize

Ja testa izmanto radioaktivi iezimétus materialus, iesp&jams analitiski noteikt kop€jo radioaktivo iezimi (t. i., izejas
savienojumam kopa ar metabolitiem) vai ari paraugi ir ta jatira, lai pamatvielu varétu analizét atseviski. Ja BCF
paredzéts balstit uz pamatvielu, vismaz uznemsanas fazes beigas jaraksturo galvenie metaboliti (sal. ar 6. punktu).
Galvenie metaboliti ir tie, kas veido > 10 % no kopgja vielu atlikuma zivju audos, tie, kas divos secigos
paraugo$anas punktos veido > 5 %, tie, kam visa uznemsanas fazes laika vérojami pieaugosi limeni, un tie, par
kuru toksiskumu ir zinamas bazas. Ja BCF veselai zivij kop€jo radioaktivi ieziméto atlikumu zipa ir > 500, var biit
ieteicams, un atseviskam vielu kategorijam, pieméram, pesticidiem, ir stingri ieteicams, identificét un kvantitativi
noteikt galvenos metabolitus. Tadu metabolitu kvantitativu noteik§anu var pieprasit dazas regulativas iestades. Ja
noardiSanas produkti, kas veido > 10 % no kopgja radioaktivi ieziméta vielu atlikuma zivju audos, ir identificéti un
kvantitativi noteikti, ir arT ieteicams identificét un kvantitativi noteikt noardisanas produktus testa Gideni. Ja tas nav
iespgjams, tas jaizskaidro testéSanas parskata.

siamas v . o . vartai viskai zivii v iespdiams, -
Testéjamas vielas koncentracija parasti janosaka katrai nosvértai atseviskai zivij. Ja tas nav iespgjams, katra
paraugo$anas reiz€ paraugus var apvienot, bet apvienoSana neierobeZo statistiskas procediiras, kuras var piemerot
datiem, lai testa ieklautu tadu skaitu zivju, ar ko pietiktu, lai bGtu iespéjama vélama apvienoSana, statistiska
procediira un jauda. Par ievadu attiecigajam apvienoSanas procediiram var izmantot atsauces (27) un (28).

(") Papildus svaram janorada kopgjais garums, jo garuma pieauguma salidzinajums testa laika ir labs raditajs tam, vai ir radusies pretéja
ietekme.
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BCF jaizsaka ka normalizéts zivij ar lipidsaturu 5 % (uz slapjsvara bazes) papildus tam, kas iegits tie$i no pétjjuma
(sal. ar 21. punktu), ja vien nevar argumentét, ka lipidi nav primara testéjamas vielas uzkrasanas vieta. Lipidsaturs
zivi janosaka, ja iesp&jams, katra paraugosanas reiz€, vélams, tam paam ekstraktam, kas tika sagatavots test&jamas
vielas analizéSanai, jo biezi vien pirms ekstrakta hromatografiskas analizéSanas lipidi no ta jaiznem. Tomer
test§jamo vielu analizéSanai bieZi ir vajadzigas specifiskas ekstrakcijas procediiras, kas var bat pretruna ar lipidu
noteikSanas testéSanas metodém. Tada gadijuma (lidz biis pieejamas piemérotas nedestruktivas instrumentalas
metodes) lipidsatura noteikSanai zivis ieteicams izmantot citadaku stratégiju (sal. ar 56. punktu). Lipidsatura
noteikSanai jaizmanto piemérotas metodes (20). Ka standartmetodi (3) var ieteikt hloroformajmetanola ekstrakcijas
panémienu (29), bet ka alternativu panémienu — Smedes metodi (31). Péd&jai minétajai metodei ir raksturiga
salidzinama ekstrakcijas efektivitate, augsta precizitate, ne tik toksisku organisko $kidinataju izmanto$ana un viegla
izpilde. Var izmantot citas metodes, kuru precizitate sekmigi salidzinama ar ieteicamam metodém, ja tas tiek
pienacigi pamatotas. Ir svarigi noradit detalizétu informaciju par izmantoto metodi.

Zivs augSanas merjums

Testa sakuma atseviski janosver piecas lidz desmit pamatgrupas zivis un jaizméra to kopéjais garums. Var izmantot
tas pasas zivis, kuras izmanto lipidu analizei (sal. ar 56. punktu). Pirms kimiskas analizes vai lipidu analizes
janosaka katra paraugo3anas reizé gan no testgrupam, gan kontrolgrupam izmantoto zivju svars un garums. So
paraugoto zivju mérfjumus var izmantot, lai skaitliski novértétu testtvertnés un kontroltvertnés palikuso zivju svaru
un garumu (sal. ar 45. punktu).

DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Rezultatu apstrade

Testéjamas vielas uznemsanas likni iegiist, uznemsanas faze aritmétiska skala pret laiku atliekot vielas koncentraciju
zivju organismafuz zivim (vai konkrétos audos). Ja likne ir sasniegusi plato, tas ir, likne ir apméram asimptotiska
laika asij, stacionara stavokla BCF (BCF,) aprékina $adi:

Cystaciondrais - tavoklis(vidéjais)

C,staciondrais - stavoklis(vidéjais)

C; dinamiku var ietekmét zivs augSana (sal. ar 72. un 73. punktu). Variacija laika gaita ietekmé vidéjo ekspozicijas
koncentraciju (C,). Paredzams, ka bioakumulacijas pétijumiem batiskaka un precizaka ir laika svérta vidéja koncen-
tracija, pat ja variacija ir attiecigaja deriguma diapazona (sal. ar 24. punktu). Laika svérto vid&jo (TWA) adens
koncentraciju var aprékinat saskana ar 5. papildinajuma 1. iedalu.

Kinetiskais biokoncentréanas koeficients (BCF,) janosaka ka attieciba k [k, divu pirmo pakapju kinétikas atruma
konstantes. Atruma konstantes k, un k, un BCF, iespéjams iegiit, vienlaicigi pielagojot gan uzpemsanas, gan
izvadiSanas fazi. Alternativa gadijuma k, un k, iespéjams noteikt secigi (o metozu aprakstu un salidzinajumu sk.
5. papildinajuma). IzvadiSanas atruma konstanti (k,) var bat nepiecieams korigét attieciba uz augsanas izraisitu
at$kaidfjumu (sal. ar 72. un 73. punktu). Ja uzpemsanas un izvadiSanas likne acimredzami nav pirmas pakapes
likne, jaizmanto sarezgitaki modeli (sk. izmantoto literataru 5. papildindgjuma) un jaladz biostatistikas un/vai
farmakokinétikas specialista padoms.

Zivs svara/garuma dati

Atsevisku zivju slapjsvaru un kopgo garumu visiem paraugoSanas intervaliem norada tabulas veida atseviski
testgrupam un kontrolgrupam uzpemsanas (arl pamatgrupai uznemsanas sakuma) un izvadiSanas fazu laika. Katras
atseviskas zivs izmérito svaru un garumu saista ar analizéto kimikalijas koncentraciju, pieméram, katrai
paraugotajai zivij izmantojot unikalu identifikacijas kodu. Vélamais augSanas mérjjums, ar ko attieciba uz augSanas
izraisitu at$kaidfjumu korigét kinétiska BCF vértibu, ir svars (metodi, kas izmantota, lai korigétu augsanas izraisita
at§kaidijuma datus, sk. 73. punkta un 5. papildinajuma).
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AugSanas izraisita atSkaidjjuma korigesana un lipidu normalizacija

Zivju augSana izvadiSanas fazé var samazinat méramas kimikalijas koncentracijas zivs organisma, ka dé| vispareja
izvadiSanas atruma konstante (k,) ir augstaka, neka ta biitu vien izvadprocesu (pieméram, elpoSana, metabolisms,
defekacija) rezultata. Kinétiskie biokoncentré$anas koeficienti jakorigé, ierékinot augSanas izraisito atSkaidjjumu.
Augsana ietekmés ari BCF, bet saskanota procediira, ka korigét augsanas BCF nav pieejama. Ja notiek véra
nemama augsana, jaiegtist arT atbilstosi augsanai korigéts BCF, (BCFy), jo attiectba uz biokoncentréSanas koeficientu
tas var bt nozimigaks mérijums. Lipidsaturs (ko bieZi vien saista ar hidrofobu vielu bioakumulé$anos) testa zivju
organisma praksé var pietiekami variéties un, lai varétu iegiitu jégpilnus kinétiskos un stacionara stavokla biokon-
centré$anas koeficientus, ja vien nevar argumentét, ka testéjamas vielas akumulésanas lipidos nav primari nozimiga
(pieméram, dazas perfluorétas vielas var saistities ar olbaltumvielam), jaizdara normalizacija lidz noteiktam
lipidsaturam zivs organisma (5 % masas). So aprékinu vienadojumi un pieméri atrodami 5. papildinajuma.

Lai kinétisko BCF korigétu, ierékinot auganas izraisitu atSkaidijumu, izvadiSanas atruma konstante jakorigé
atbilstosi augsanai. So ar augsanu korigéta izvadiSanas atruma konstanti (kzg) aprékina, no vispargjas izvadisanas
atruma konstantes (k,) atnemot augSanas atruma konstanti (k, kas iegfita no mérita svara datiem). Péc tam ar
augsanu korigéto kinétisko biokoncentrésanas koeficientu aprékina, uznemsanas atruma konstanti (k,) dalot ar péc
augSanas korigétu izvadiSanas atruma konstanti (k,,) (sal. ar 5. papildinajumu). Dazos gadfjumos § pieeja tiek
negativi ietekméta. Pieméram, attieciba uz vielam, kuras tiek izvaditas loti léni un kuras testé atri augo3as zivis,
iegiitais k,, var biit Joti neliels, [idz ar to kliida abas atruma konstantés, ko izmanto tas ieg@idanai, klaist izskirosi
svariga, un dazos gadijumos skaitliski noveértétais kg var parsniegt k,. Alternativa pieeja, kas apiet nepieciesamibu
veikt korekciju, ierékinot augSanas izraisitu atSkaidijumu, izmanto izvadiSanas datus par testéjamas vielas masu uz
vienu zivi (par bazi izmantojot veselu zivi), nevis ierastos datus par test€jamas vielas masu uz zivs vienibas masu
(koncentracija). To var viegli izdarit, jo saskana ar So TM testos registréta koncentracija audos jasaista ar atsevisku
zivju masu. Vienkar$a procediira $im uzdevumam ir aprakstita 5. papildindjuma. Janem véra, ka pat ja izmanto $o
alternativo pieeju, parskata joprojam janorada k,.

Parskata janorada arl kinétiskie un lidzsvara biokoncentréSanas koeficienti attieciba pret zivju organisma lipidu
noklusgjumsaturu 5 % (masas), ja vien nav iesp&ams pieradit, ka lipidi nav primara testéjamas vielas uzkrasanas
vieta. Dati par koncentraciju zivis jeb BCF ir normalizéti saskana ar attiecibu starp 5 % un faktisko (individualo)
vidgjo lipidsaturu (norada slapjsvara procentos) (sal. ar 5. papildindjumu).

Ja kimikalijas un lipidu analizes ir veiktas vienai un tai paSai zivij, ar lipidiem normalizétais BCF jaaprékina,
izmantojot normalizétos datus par atseviskas zivs lipidsaturu. Alternativa gadijuma, ja kontroles zivim un
eksponétajam zivim augSana bijusi vienada, lipidkorigéSanai var izmantot tikai kontroles zivju lipidsaturu (sal. ar
56. punktu). Péc lipidiem normalizéta BCF aprékinasanas metode ir aprakstita 5. papildindjuma.

Rezultatu interpretacija

Ja izméritas test§jamo $kidumu koncentracijas atrodas tuvu analitiskdas metodes noteikSanas robezai, rezultati
jainterpreté piesardzigi.

lai izslégtu toksisku ietekmi, vidgja augSana testgrupas un kontrolgrupas batiba nedrikst batiski atskirties. Attieciga
procediira jasalidzina abu grupu augSanas atruma konstantes jeb augsanas liknes (!)).

(") AugSanas atruma konstantém var veikt t-testu, lai parbauditu, vai kontrolgrupas un testgrupas augSana atskiras, vai dispersijas analizes
gadijuma var veikt F-testu. Ja nepieciesams, attiecigu augSanas modeli var izraudzities ar F-testu vai paticamibas attiecibas testa palidzibu
(OECD monograph 54, (32).
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Skaidras uznemsanas un izvadiSanas liknes liecina par kvalitativiem biokoncentré$anas datiem. Attieciba uz atruma
konstantem jabut vérojamai labai x? piemérotibas testa atbilstibai (t. i., lai atrumu konstantes varétu uzskatit par
uzticamam (sal. ar 5. papildindjumu) attieciba uz bioakumulacijas modeli procentualajai mérfjumu kladai jabat
nelielai (32)). Ja izmanto vairak neka vienu testa koncentraciju, uznemsanas/izvadiSanas konstansu mainibai starp
testa koncentracijam jabut mazakai neka 20 % (). Ja ta nenotiek, tas var liecinat par koncentracijas atkaribu.
Jebkadas novérotas nozimigas uznemsanasfizvadiSanas atruma konstansu atkiribas starp divam pielietotam testa
koncentracijam janorada un iespé&jami jaizskaidro parskata. Sekmigi planotu pétijumu BCF 95 % ticamibas limenis
parasti ir tuvu = 20 % no iegiita BCF.

Ja testé divas koncentracijas vai vairak, abu vai visu koncentraciju rezultatus izmanto, lai izvértétu, vai rezultati ir
konsekventi, un lai paraditu, vai pastav atkariba no koncentracijas. Ja testé tikai vienu koncentraciju ar meérki
samazinat izmantoto dzivnieku skaitu un/vai resursus, vienas koncentracijas izmantosana japamato.

Ja BCF, nozimigi parsniedz BCF, iegiitais BCF, ir apSaubams, jo var liecinat, ka nav sasniegta stacionara faze vai
nav ierékinati augSanas izraisitais at$kaidijums un noardiSanas procesi. Gadijumos, kad BCF; stipri parsniedz BCF,,
ieglitas uznemsSanas un izvadiSanas atruma konstantes japarbauda attieciba uz kladam un jaizvérte atkartoti.
Citadaka pielagosanas procediira var uzlabot BCF, apléses (sal. ar 5. papildinajumu).

Testésanas parskats

Papildus 3. punkta noraditajai informacijai par testéjamo vielu testéSanas parskata ieklauj $adu informaciju:
Testgjama viela:

fizikalas un attieciga gadjjuma fizikalkimiskas ipasibas;

— kimiskas identifikacijas dati, pieméram, IUPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai InChl kods,
struktirformula, tiriba, attieciga gadijuma, ja tas ir praktiski iesp&jams, piemaisfjumu kimiska identitate u. c.
(tostarp attieciga gadijuma organiska oglekla saturs);

— daudzkomponentu vielu un UVCB (vielas, kuru sastavs nav zinams vai ir mainigs, kuras ir kompleksi reakcijas
produkti vai biologiski materiali) atsevisko komponentu kimiskas identitates apraksts, ciktal tas iesp&ams, un
katra komponenta procentualais Ipatsvar kopéja vielas masa. Jasniedz kopsavilkums par to, ka testa izmantota
analizes metode atspogulo vielas koncentracijas meéru; jaapraksta visas analitiskas procediras, ari metodes
pareiziba, metodes noteikSanas robeza un kvantitativas noteikSanas robeza;

— radioaktivi iezimétam vielam ieziméta(-o) atoma(-u) precizs stavoklis un ar piemaisijumiem saistitas radioakti-
vitates Ipatsvars;

— informacija par test€jamas vielas toksiskumu zivim (ideala gadjjuma — testa sugai). Toksiskums janorada ka
akiits 96-h LC;, un NOAEC & LOAEC no hroniska toksiskuma pétijjuma (t. i., agrinds attistibas stadijas tests vai
pilna dzivescikla tests, ja tads pieejams);

— testéjamas kimikalijas vai testéjamas vielas glabasanas apstakli un testgjamas kimikalijas vai testéjamas vielas
stabilitate glabasanas apstaklos, ja tas pirms lietosanas uzglaba.

Testa sugas:

zinatniskais nosaukums, celms, avots, priekSapstrade (ja tada veikta), aklimatizacija, vecums, dzimums (attieciga
gadijuma), izméru diapazons (svars un garums) utt.

() Attieciba uz Siem procentiem tiek pienemts, ka analitiskas metodes ir ticamas un pussabruk3anas periods ilgst < 14 dienas. Ja analitiskas
metodes nav tik ticamas vai pussabruksanas periodu (stipri) palielina, Sie skaitli palielinasies.
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TesteSanas nosacjumi:

— izmantota testéanas procediira (pieméram, caurplides vai pusstatiska); regulars pétjjums vai minimizéts plans
(tostarp iemesls un pamatojums);

— izmantota apgaismojuma veids un raksturlielumi, ka ari periods(-i);

— testéSanas plans (pieméram, testa kameru skaits un lielums, ddens tilpuma nomainas atrums, noslogojums,
replikatu skaits, zivju skaits uz replikatu, testéjamo koncentraciju skaits, uzpemsanas un izvadiSanas fazu
ilgums, paraugosanas biezums zivju un tidens paraugiem);

— izejskidumu sagatavosanas metode un atjaunosanas bieZums (attieciga gadjjuma janorada $kidinatajs, ta koncen-
tracija un raditais organiska oglekla daudzums testa tideni) vai alternativas dozéSanas sistémas apraksts;

— nominala test§jama koncentracija, izmérito vértibu vidgjie lielumi un to standartnovirzes testa traukos, un
metode un biezums, ar kadu tie iegti;

— atskaidiSanas Gidens avots, priekSapstrades apraksts (ja tada veikta), rezultati jebkadiem pieradjjumiem par testa
zivs sp&ju dzivot $aja adeni, un Gdens ipasibas: pH, cietiba, temperatira, izskidinata skabekla koncentracija,

atlikusa hlora limenis (ja mérits), kopéjais organiskais ogleklis, suspendétas dalinas, testa vides salums (attieciga
gadijuma) un citi izdaritie mérfjumi;

— {dens kvalitate testa traukos, pH, cietiba, TOC, temperatiira un iz§kidusa skabekla koncentracija, izmantotas
metodes un mérjjumu bieZums;

— detalizéta informacija par baroSanu, pieméram, baribas veids(-i), avots, sastavs (ja iesp&jams, vismaz lipidsaturs
un olbaltumvielsaturs), izraudzita baroSanas intensitate, izédinatais daudzums un baro$anas biezums;

— informacija par zivju un tidens paraugu apstradi, ari detalizéta informacija par testéjamas vielas un lipidsatura
sagatavosanu, glabasanu, ekstrakciju un ar to veiktajam analitiskajam procediiram (un precizitati);

— apstrades randomizé$anai un zivju sadaliSanai pa testa traukiem izmantotas metodes;
— datums, kad testa organismi ievietoti testa $kidumos, un testa ilgums;

— diapazona noteikSanas testa apraksts un rezultati, ja tadi ir.

Rezultati:

— jebkada priekspétijuma rezultati;

— kontrolgrupas zivju mirstiba un zivju mirstiba katra ekspozicijas kamera, un jebkura novérota anormala
uzvediba;

— informacija par jebkuru citu novérotu iedarbibuy;

— visu iesaistito kimiskas analizes procediiru pilnigs apraksts, tostarp detektéSanas un kvantitativas noteik$anas
robezas, mainiba un atlabsana;

— zivju organisma lipidsaturs, tostarp izmantota metode, un, ja tas iegiits, lipidiskais normalizacijas koeficients (L,
koeficients, ar kura palidzibu rezultatus izteikt attieciba pret zivju lipidsaturu 5 %);

— tabula sakartoti dati par zivju svaru (un garumu), kas piesaistiti kimiskajam koncentracijam (un attieciga
gadjjuma ar lipidsaturu) individualo zivju organisma gan kontrolgrupas, gan eksponétajas grupas (pieméram,
katrai paraugotajai zivij izmantojot unikalus identifikatorus), un aprékini par iegiito(-am) augSanas atruma
konstanti(-em);

— tabula sakartoti dati par testéjamas vielas koncentraciju zivju organisma (C, kas piesaistits individualam zivim)
un adeni (C,) (vidgjas vértibas testgrupai un kontrolgrupai, standartnovirze un attieciga gadijuma diapazons)
visiem paraugo$anas laikiem (C, kas izteikts mg uz kg visa kermena slapjsvara vai konkrétu ta audu, pieméram,
lipidu svara, un C, mg/l); kontrolsérijas C, vértibas (parskata janorada ari fona lielumi);



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112/219

— liknes (tostarp visi méritie dati), kas atspogulo turpmak noradito (attieciga gadijuma koncentracijas var izteikt
attieciba pret visu kermeni un attieciba pret lipidsaturu, kas dzivnieka organismam vai specifiskiem ta audiem
normalizéts [idz 5 %):

— augsana, t. i., zivs svars pret laiku vai naturallogaritma transformetais svars pret laiku (tostarp atvasinata
auganas atruma konstante k,);

— test€jamas vielas uznemsana zivs organisma un izvadiSana no ta (viena grafika);
— stacionaras fazes panaksanai nepiecieSamais laiks (ja to panak);

— naturallogaritma transformeta koncentracija pret uznemsanas laiku (arl atvasinatd uzpems$anas atruma
konstante k,);

— naturallogaritma transforméta koncentracija (koncentracija In) pret izvadiSanas laiku (ari atvasinata
izvadiSanas atruma konstante k,);

— uzpems$anas un izvadiSanas fazes liknes, kas atspogulo gan datus, gan pielagoto modeli;

— ja grafiska att€lojuma vizualaja parbaudé ir acimredzamas izleco3as vértibas, maldigus datu punktus likvidét, ka
arl to trikumu dokumentéti pamatot var ar statistiski derigu izlecoso vértibu testu;

— lidzsvara biokoncentrésanas koeficients (BCF,), ja stacionara faze (gandriz) sasniegta;
— kinétiskais biokoncentré$anas koeficients (BCF,) un atvasinatas uznemsanas un izvadiSanas fazes konstantes k,
un k,, un, ja izmanto secigo pielago$anu, kopa ar k, dispersijam (liknes stavums un vienadojuma brivais

loceklis);

— ticamibas robezas, standartnovirzes (ja pieejamas) un katrai testéjamas vielas koncentracijai katra izmantota
parametra aprékinasanas/datu analizes metodes:

— jebkada informacija par radioaktivi iezimétas testéjamas vielas metabolitiem un to uzkrasanos;

— augSanas atruma konstante(-s) (ari 95 % ticamibas intervals(-)) un aprékinata ar augSanu korigéta
izvadiSanas atruma konstante (k,,), pussabruksanas perioda un BCF (BCF) vértibas;

— viss neierastais attieciba uz testu, visas novirzes no $im procediram un jebada cita batiska informacija;

— talak sniegta kopsavilkuma tabula ar bitiskajiem izmeritajiem un aprékinatajiem datiem.

Vielas uznemsanas un izvadisanas atruma konstantes un biokoncentrésanas koeficienti (BCF)

k, (augdanas atruma konstante; diena!): levietot vértibu (95 % TI) (Y)

k, (visparéja uzpems$anas atruma konstante; 1 kg | levietot vértibu (95 % TI) (1)
diena):

k, (visparéja izvadisanas atruma konstante; diena'): | Ievietot vértibu (95 % TI) (!)

k, (ar augSanu korigeta izvadiSanas atruma kon- | levietot vértibu (95 % TI) (1)
stante; diena-!):

C; (kimikalijas koncentracija zivju organisma stacio- | levietot vértibu * SN (3
naraja fazgé mg kg):

C,, (kimikalijas koncentracija ideni; mg 1): levietot vértibu = SN (?)

L, (lipidu normalizacijas koeficients): levietot vértibu®
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Vielas uznemsanas un izvadisanas atruma konstantes un biokoncentrésanas koeficienti (BCF)

BCF,, (lidzsvara BCF; 1 kg!) levietot vértibu + SN (3)

BCF; (ar lipidiem normalizéts lidzsvara BCF; 1 kg'): | levietot vertibu ® + SD (3

BCF; (kinétiskais BCF; | kg) levietot vértibu (95 % TI) (?)

BCF; (ar augsanu korigéts kinétiskais BCF; 1 kg) levietot vértibu (95 % TI) (1)

t; (ar augdanu korigéts pussabruksanas periods; | Ievietot vértibu (95 % TI) ()
diena):

BCF,, (ar lipidiem normalizéts kinétiskais BCF; | kg~ | Ievietot vértibu
1\.

BCF,, (ar lipidiem normalizéts un ar augSanu kori- | Ievietot vértibu
¢&ts kinétiskais BCF; | kg™):

(') TI ticamibas intervals (ja iespéjams skaitliski novértét)
() SN: standartnovirze (ja iespé&jams skaitliski novertét)

Jaizvairas no rezultatiem, kas priekstestéSanas metodes izstrade un eksperimenta plana noraditi ka
“nenoteikti vai kvantitativi noteikti uz detekcijas vai kvantitativas noteikSanas robeZas”, jo tadus atruma
konstantes aprékiniem izmantot nav iespé&jams.

C.13. - II: Minimizéts zivju iidensekspozicijas tests

IEVADS

Arvien lielaka pieredze, ko laboratorijas un regulativas iestades guvusas ar pilna testa veik§anu un interpretéSanu,
liecina, ka, iznemot dazus gadijumus, uzpemsSanas un izvadiSanas atruma konstantes apléSana ir izmantojama
pirmas pakapes kinétika. Tadgjadi uznemsanas un izvadiSanas atruma konstantes iesp&jams aplést ar minimalu
paraugo$anas punktu skaitu, rezultata atvasinot kinétisko BCF.

Alternativu BCF pétijumu planu izvértéSanas sakotnéjais merkis bija izstradat nelielu testu, ko izmantot starpposma
testéSana, lai atspékotu vai apstiprinatu BCF apléses, pamatojoties uz K, un QSAR, attieciba uz daudzam vielam
likvidetu nepiecieSamibu veikt pilnu pétfjumu un lidz minimumam samazinatu izmaksas un dzivnieku
izmantoSanu, izmantojot mazak paraugoSanu un analitisko sekvencu skaitu. levérojot iepriek3gjas testéSanas
metodes pamatstruktiru, lai testa rezultatus bitu iesp&jams integrét ar esosajiem BCF datiem un testét, ka ari
interpretét datus biitu vieglak, mérkis bija iegiit pietickami pareizas un precizas BCF apléses attieciba uz riska
novértéjumu lémumu pienemsanu. Daudzi no $aja testa izmantotajiem apsvérumiem, pieméram, deriguma kritériji
(sal. ar 24. punktu) un testa apturéSana, ja uznemsanas fazes beigas tiek novérota nieciga uznemsana (sal. ar 16. un
38. punktu), ir tie pasi ka pilnaja testa.

Vielam, kuram var atlaut izmantot minimizéto testa planu, japieder pie visparigas grupas, kam 3T testéSanas metode
izstradata, t. i, nepolaram organiskajam vielam (sal. ar 49. punktu). Ja ir liecibas par to, ka testéjama viela var
izturéties citadi (pieméram, acimredzama novirze no pirmas pakapes kinétikas), normativiem noliikiem javeic pilns
tests.
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Minimizéta testa periods parasti nav isaks par BCF standarttestu, taCu taja zivju paraugo$ana paredzéta mazaka
apjoma (pamatojumu sk. 6. papildindgjuma). Tomér strauji izvaditam vielam izvadiSanas periodu var saisinat, lai
nepielautu, ka koncentracijas zivju organisma jau pirms testa beigdm samazinas zem noteikSanas/kvantitativas
noteikSanas robezas. Zivju ekspozicijas minimizétu testu ar vienu koncentraciju var izmantot, lai noskaidrotu, vai
javeic pilns tests, un, ja iegatie dati, no kuriem aprékina atruma konstantes un BCF, ir robusti (sal. ar 93. punktu)
un rezultata iegatais BCF ir talu no attiecigajam normativajam vértibam, pilnu testu var neveikt.

Dazos gadijjumos var bit lietderigi minimizéta testa planu istenot ar vairak neka vienu testéjamo koncentraciju ka
priekstestésanu, lai noteiktu, vai BCF apléses vielai ir atkarigas no koncentracijas. Ja minimizétaja testa iegtitas BCF
apléses liecina par atkaribu no koncentracijas, biis javeic pilns tests. Ja, pamatojoties uz tadu minimizéto testu, BCF
apléses nav atkarigas no koncentracijas, bet rezultati netiek uzskatiti par galigiem, jebkadu secigu pilnu testu var
izdarit ar vienu koncentraciju, tadéjadi salidzindjuma ar pilnu testu, ko izdara ar divam (vai vairak) koncentracijam,
samazinot izmantoto dzivnieku skaitu.

Vielam, uz kuram var atlaut attiecinat minimizéto testu, jabat $adam ipasibam:

— jabat varbiitigi, ka tam biis aptuvena pirmas pakapes uznemsanas un izvadiSanas kinétika, pieméram, spriezot
péc analogijas ar lidzigam vielam;

— log K,y < 6, ja vien nav paredzéts strauja metabolizé$anas (*);
— attieciba uz analitisko papémienu pietiekamai $kidibai Gident (sal. ar 24. punktu);

— gan zivs organisma, gan GidenI ‘jabat viennozimigi kvantitativi nosakamai (t. i., koncentracijam jabat vismaz par
vienu lieluma kartu virs kvantitativas noteikSanas robeZzas), ieteicama radioaktiva ieziméSana (sal. ar
23. punktu); un

— izvadiSanas periodam japarsniedz prognozétais pussabrukSanas periods (sal. ar 5. papildinagjumu par
aprékiniem) vai attiecigi japielago izvadianas fazes ilgums (sal. ar 91. punktu). Sim noteikumam ir pielaujams
iznémums, ja paredzams, ka viela atri metabolizésies.

PARAUGOSANAS GRAFIKS PETIJUMIEM SASKANA AR MINIMIZETU PLANU

Zivju paraugosana

Zivju paraugo$anu samazina lidz Cetriem paraugo$anas punktiem:

— uznemsanas fazes vidi un beigas (pédgjais ir ari izvadiSanas fazes sakums), pieméram, péc 14 un 28 dienam
(33);

— izvadiSanas fazes vidi un pétijuma beigu bridi (kad vielas koncentracija ir < 10 % no maksimalas koncentracijas
vai vismaz noteikti beidzies viens vielas pussabruksanas periods), pieméram, péc 7 un 14 izvadiSanas dienam
(33); ja sagaidama vai novérojama strauja izvadiSana, izvadiSanas periods var bt jasaisina, lai nepielautu, ka
koncentracijas zivs organisma pazeminas zem kvantitativas noteiksanas robezas;

— lipidu mérisana ka pilna pétijuma;
— korigéSana ar augsanu ka pilna pétijuma;

— BCF aprekina ka kinétisko BCF.

Udens paraugosana

Saskana ar minimizéto planu Gdeni paraugo tapat ka pilna pétijjuma (sal. ar 54. punktu) vai vismaz uzpemsanas
fazé piecas vienmérigi sadalitas reizes un izvadiSanas fazé ik nedélu.

(') Minimizéto testu patiesiba var izmantot, lai pieraditu strauju metabolizésanos, kad ir zinams, ka ir iespéjama strauja metabolizéSanas.
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Plana grozijumi

Nemot veéra testgjamas vielas Ipasibas, derigas QSAR prognozes un pétijuma specifisko mérki, var apsvért, vai
pétijuma plana neieviest dazus grozijumus.

— Ja nepiecie$ama lielaka precizitate, paraugoSanas noliikam uznemsanas fazes beigas izmanto vairak zivju (6 vai
8, nevis 4).

— Ja péc 14 dienam (vai prognozétajam izvadiSanas perioda beigam) izvadiSana nav notikusi pietiekami
(t. i. > 50 %), izmanto “papildu” zivju grupu. Ja prognozéta izvadiSanas faze ir isaka vai garaka par 14 dienam,
paraugosanas grafiku pielago (t. i, viena zivju grupa prognozétajas izvadisanas fazes beigas, otra — kad
pagajusi puse no minéta laika).

— Laj izpétitu iespéjamu atkaribu no koncentracijas, izmanto divas testéjamas koncentracijas. Ja ar divam koncen-
tracijam izdarita minimizéta testa rezultati liecina, ka BCF no koncentracijas nav atkarigs (t. i., at3kiriba ir
mazaka par 20 %), var uzskatit, ka pilna testa (ja tadu veic) pietiek ar vienu test€jamo koncentraciju.

— Lai bitu vieglak planot uzpemsanas un izvadiSanas fazu ilguma planoSanu, var izmantot bioakumulacijas
procesu modelus, pieméram, Arnot et al. (35) ierosinatos (sk. ari 5. papildinajumu).

Aprékini

Sis pieejas pamatojums ir tads, ka biokoncentrésanas koeficientu pilna testa var noteikt vai nu ka stacionaras fazes
biokoncentréSanas koeficientu (BCF), aprékinot testéjamas vielas koncentracijas zivs audos attiecibu pret
testéjamas vielas koncentraciju tdeni, vai ka kinétisko biokoncentré$anas koeficientu (BCF,), aprékinot uznemsanas
atruma konstantes k, attiecibu pret izvadiSanas atruma konstanti k,. Ja vien uzpemsana un izvadiSana notiek
apméram saskana ar pirmas pakapes kinétiskajiem procesiem, BCF, ir derigs pat tad, ja uzpemsSanas laika vielas
stacionaras fazes koncentracija nav panakta. Lai apléstu uznemsanas un izvadiSanas atruma konstantes, ka absoliits
minimums ir nepiecie$ami divi datu punkti — viens uzpemsanas fazes beigas (t. i., izvadiSanas fazes sakuma) un
otrs — izvadiSanas fazes beigas (vai péc tas bitiskas dalas). Lai parbauditu uznemsanas un izvadiSanas kinétiku (),
ieteicams starpposma paraugo$anas punkts. Aprékinus sk. 5. un 6. papildinajuma.

Rezultatu interpretacija

Lai novértétu testa derigumu un ta informativo vértibu, japarliecinas, ka izvadiSanas periods parsniedz vienu
pussabruksanas periodu. Turklat BCF,,, (minimizéta testa atvasinats kinétiskais BCF) jasalidzina ar samazinato BCF,
vértibu (BCF, kas uznemsanas fazes beigas aprékinats ar pienémumu, ka ir sasniegta stacionara faze. To var tikai
pienemt, jo ar paraugoanas punktu skaitu nepietiek, lai to pieraditu). Ja BCF,, < samazinatais BCF,, prieksroka
jadod samazinata BCFq, vértibai. Ja BCF,,, ir mazaks par 70 % no samazinatad BCF, rezultati nav derigi, un javeic
pilns tests.

Ja minimizétaja testa iegiita BCF,,, ir tadas vértibas robezas, kas no regulativa viedokla ir interes€josa, javeic pilns
tests. Ja rezultati ir talu no regulativi interes¢joSas vertibas (parak lieli vai parak mazi), pilnu testu var neveikt, vai
var veikt pilnu testu ar vienu koncentraciju, ja to pieprasa attiecigais tiesiskais reguléjums.

Ja tiek konstatéts, ka péc minimizéta testa ar vienu koncentraciju javeic pilns tests, to var veikt ar otru koncen-
traciju. Ja rezultati ir konsekventi, pilnu testu ar vél citu koncentraciju var neveikt, jo tiek uzskatits, ka vielas
biokoncentréSanas nebiis atkariga no koncentracijas. Ja minimizétie testi ir izdariti ar divam koncentracijam un
rezultati par atkaribu no koncentracijas neliecina, pilnu testu var izdarit ar tikai vienu koncentraciju (sal. ar
87. punktu).

() Ja meéra tikai divus datu punktus, var veikt BCF,,, ticamibas robezu apléses, izmantojot paskorelacijas metodes. Ja ir piecjami arl
starpposma datu punkti, BCF,,, ticamibas robezas var aprékinat tapat, ka pilna testa.
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TestéSanas parskats

Minimizéta testa parskata janorada visa attieciba uz pilnu testu prasita informacija (sal. ar 81. punktu), iznemot
datus, ko nav iesp&jams precizét (t. i, likne, kas raksturo stacionaras fazes sasniegSanai nepiecie$amo laiku, un
stacionaras fazes biokoncentré$anas koeficients; pédéja vieta janorada samazinats BCF ). Turklat minimizéta testa
izmanto$ana un rezultata iegiitais BCF,,, japamato.

C.13. - III: Zivju baribekspozicijas bioakumulacijas tests

IEVADS

Saja iedald aprakstita metode jaizmanto vielam, kurdm nav izmantojama {idensekspozicijas metodologija
(pieméram, tade], ka nav iesp&jams uzturét stabilas, méramas idens koncentracijas, vai 60 ekspozicijas dienu laika
nav iespgjams panakt pietickamu vielas uzpem$anu organisma; sk. ieprieks€jas iedalas par tdensekspozicijas
metodi). Tomer ir jasaprot, ka $a testa beigupunkts biis uzturiskais biomagnifikacijas koeficients (BMF), nevis
biokoncentrésanas koeficients (BCF) (*).

SETAC Europe konferencé 2011. gada maija Madridé tika prezentéta jauna metode Gdent slikti skistosu organisko
vielu bioakumulacijas testésanai (36). Sis darbs bija balstits uz dazadiem literatiira aprakstitiem bioakumulacijas
pétijumiem, kuros izmantota metode ar dozéSanu un papildinatu baribu (pieméram, (37)). Eiropas Savienibas PBT
darba grupai 2004. gada sakuma kopa ar pamatojosu konteksta dokumentu (39) tika iesniegts projekts protokolam
(38), kas bija izstradats, lai méritu tadu Gident slikti $kistosu organisko vielu bioakumulacijas potencialu, attieciba uz
kuram nav iespgjams izmantot standarta Gdensekspozicijas biokoncentréSanas metodi. Vél viens Sai metodei
noraditais pamatojums bija tads, ka iesp&jama videsekspozicija $adam slikti $kistosam vielam (t. i., ar log K, > 5)
galvenokart var notikt ar baribu (sal. ar (40) (41) (42) (43) (44)). Sa iemesla dé] dazos publicétajos noteikumos par
kimikalijam () ir noraditi baribekspozicijas testi. Tomér jasaprot, ka Seit aprakstitaja metodé no tidensekspozicijas
rupigi izvairds, tapéc ar $o testéSanas metodi iegfito BMF vértibu nav iespgjams tie$i salidzinat ar lauka pétjjuma
iegtitu BMF vertibu (kura var kombinéties gan tidensekspozicija, gan baribekspozicija).

S1 pasreizéjas testéSanas metodes iedala balstas uz minéto protokolu (38) un ir jauna metode, kas ieprieksgja T™M
C.13. versija nebija noradita. Sis alternativais tests dod iesp&u kontrolétos laboratorijas apstaklos nepastarpinati
izmeklét baribekspozicijas taku.

Ar to, ka izlemt, kad densekspozicijas testa vieta vélams izmantot baribekspozicijas testu, potencialajiem
pétniekiem jaiepazistas $is testéSanas metodes 1.-14. punkta. Tur atrodama informacija par dazadiem ar vielu
saistitiem apsvérumiem, un ta janem véra pirms testa veikSanas.

To, vai neizmantot radioaktivi iezimétas testéjamas vielas, var apsvert, nemot véra lidzigus tdensekspozicijas
metodé minétus apsverumus (sal. ar 6. un 65. punktu).

Uzturmetodi var izmantot, lai viena testa testétu vairak neka vienu vielu, ja vien tiek izpilditi konkréti kritériji; tie
detalizetak izklastiti 112. punkta. Vienkarsibas labad $aja metodologija aprakstits tests, kura izmantota tikai viena
testéjama viela.

Uzturtests daudzos aspektos ir lidzigs idensekspozicijas metodei, acimredzams iznémums ir ekspozicijas cels. Lidz
ar to daudzi eit aprakstitie metodes aspekti parklajas ar iepriekséja iedala aprakstito Gidensekspozicijas metodi. Cik
iespgjams, ir sniegtas krusteniskas norades uz attiecigajiem iepriek$éjas iedalas punktiem, bet skaidribas un

saprotamibas labad ir bijusi japielauj parklasanas.

(") Definicijas un mérvienibas sk. 1. papildinajuma.

(¥ Regulas (EK) Nr. 1907/2006, kas attiecas uz kimikaliju registréSanu, vértéSanu, licencéSanu un ierobezosanu (REACH) (OV L 396,
30.12.2006., 1. Ipp.), vajadzibam $is jautajums ir apskatits dokumenta “Guidance on Information Requirements and Chemical Safety
Assessment”, nodalas R.7¢,R.7.10.3.1; R.7.10.4.1; un attéls R7.10-2.



L 112224 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 28.4.2017.

TESTESANAS PRINCIPS

Var izmantot caurpliides vai pusstatiskus nosacijumus (sal. ar 4. punktu); caurplides nosacijumus ieteicams
izmantot, lai ierobezotu tadu potencialu eksponétibu testéjamajai vielai Gdeni, kas radusies, tai jebkadi desorbgjoties
no papildinatas baribas vai izkarnijjumiem. Testam ir divas fazes: uznemsana (bariba ir papildinata ar testéjamo
vielu) un izvadiSana (tira, neapstradata bariba) (sal. ar 16. punktu). Uznemsanas fazé zivju “testa” grupu katru dienu
baro ar noteiktu baribu, kas ir ar test§jamo vielu papildinata zinama sastava komerciala zivju bariba. Ideala
gadijuma zivim jaapéd visa dota bariba (sal. ar 141. punktu). Péc tam izvadiSanas fazes laika zivis baro ar zivim
paredzétu tiru, neapstradatu komercialu baribu. Lidzigi ka Gdensekspozicijas metodg, nepiecie$amibas gadijuma var
izmantot vairak neka vienu testgrupu ar dazadam papildinatam testéjamas vielas koncentracijam, bet stipri
hidrofobam organiskam test§jamam vielam lielakoties pietiek ar vienu testgrupu (sal. ar 49. un 107. punktu). Ja
tiek izmantot pusstatiski nosacijumi, zivis uznemsanas fazes beigas japarvieto uz jaunu vidi un/vai jaunu testa
kameru (gadjjumam, ja uzpemsSanas fazé izmantota vide un/vai aprikojums noplides rezultata ir kontaminéti ar
testgjamo vielu). Abas testa fazés meéra testéjamas vielas koncentraciju zivju organisma. Papildus to zivju grupai,
kuras baro ar papildinato baribu (testgrupa), identiskos apstaklos tur zivju kontrolgrupu, ko baro identiski, vienigi
komercialo zivju baribu nepapildinot ar testéjamo vielu. ST kontrolgrupa dod iespéju kvantitativi noteikt testéjamas
vielas fona limenus neeksponétu zivju organisma, un to izmanto salidzinaSanai ar jebkadam testgrupa(-s)
pamanitam ar apstradi saistitam nelabveligam ietekmém (!). Ta arl dod iespju salidzinat abu grupu augSanas
atruma konstantes ki kontrolmehanismus tam, vai piedavata bariba tiek patéréta vienada daudzuma (skaidrojot
atskirigas augSanas atruma konstantes, janem véra ari iesp&jamas baribas garsas atskiribas; sal. ar 138. punktu). Gan
uzpemsanas, gan izvadiSanas fazé ir svarigi testgrupam un kontrolgrupam dot energetiskas vértibas zina lidzveértigu
baribu.

Pamatojoties uz $is metodes izstradatdju pieredzi, parasti pietick ar 7-14 dienas ilgu uznemsanas fazi (38) (39).
Sadam diapazonam ar testa veiksanu saistitas izmaksas jasamazina lidz minimumam, tomér attieciba uz lielako
dalu vielu nodrodinot pietickamu ekspoziciju. Tomér dazos gadijumos uzpemsanas fazi var pagarinat (sal. ar
127. punktu). Uznemsanas fazes laika vielas koncentracija zivs organisma stacionaro fazi var nesasniegt, tapéc ar
$o metodi iegito datu apstrade un rezultati parasti balstas uz audos eso$o atlieku kinétisko analizi. (Piezime: laiku
lidz stacionarajai fazei $aja metodé var aprékinat ar tam pasam metodém ka tdensekspozicijas testa; sk. 5. papildi-
najumu). IzvadiSanas faze sakas tad, kad zivi pirmo reizi baro ar nepapildinatu baribu, un parasti ilgst lidz pat
28 dienam vai lidz bridim, kad testéjamo vielu vesela zivi vairs nav iesp&ams kvantitativi noteikt, atkariba no ta,
kas ir drizak. Atkariba no laika gaita notikuSajam izmainam meéritajas kimikalijas koncentracijas un no zivs izméra
izvadiSanas faze var bt isaka vai garaka par 28 dienam.

Si metode dod iespéju zivju organisma noteikt testéjamas vielas ipatngjo pussabrukSanas periodu (t;, no
izvadiSanas atruma konstantes k,), asimilacijas efektivitati (absorbcija zarnas; a), kinétisko uzturisko biomagnifi-
kacijas koeficientu (BMFy), ar augSanu korigétu kinétisko uzturisko biomagnifikacijas koeficientu (BMFy,) un ar
lipidiem korigétu (3 kinétisko uzturisko biomagnifikacijas koeficientu (BMF,;) (un/vai attieciba uz augsanu un
lipidiem korigétu kinétisko uzturisko biomagnifikacijas koeficientu BMF,,). Udensekspozicijas metodé masas
pieaugums testa laikd augosas zivs organisma izraisis test€jamas vielas atSkaidisanos un tadejadi (kinétiskais) BMF
tiks novértéts parak zemu, ja to nekorigés ar augSanu (sal. ar 162. un 163. punktu). Turklat, ja tiek lésts, ka
uzpemsanas fazé sasniegta stacionara faze, var aprékinat indikativu stacionaras fazes BMF. Ir pieejas, ar kuram
iespéjams no baribas pétijjuma iegitajiem datiem aplést kinétisko biokoncentrésanas koeficientu (BCF,) (pieméram,
(44) (45) (46) (47) (48)). Tadu pieeju prieksrocibas un trikumi ir iztirzati 8. papildinajuma.

Sis tests galvenokart izstradats slikti $kistosam nepolaram organiskajam vielam, attieciba uz kurdm zivim vérojama
aptuveni pirmas pakapes uznemsanas un izvadiSanas kinétika. Ja tiek testéta viela, kas neatbilst aptuveni pirmas
pakapes uzpemsanas un izvadiSanas kinétikai, jaiizmanto sarezgitaki modeli (sk. izmantoto literatiru 5. papildi-
najuma) un jaltdz biostatistikas un/vai farmakokinétikas specialista padoms.

(") Vairumam test&jamo vielu kontroles Gideni ideala gadijuma nevajadzétu bit detekcijam. Fona koncentracijam jabat saisto$am vienigi
dabiskas izcelsmes materialos (pieméram, dazos metalos) un vielas, kuras vidé ir plasi pieejamas.

() BMF ir definéts ka vielas koncentracijas koeficients organisma attieciba pret organisma baribu stacionard fazé, tapéc, datus par
organismu un baribu korig&jot ar lipidsaturu, ierékina lipidus, un tadéjadi to sauc par “korekciju”. ST pieeja atskiras no fidensekspozicijas

biokoncentrésanas testa veiktas “normalizacijas”, kur izmanto noteiktu lipidsaturu organisma.
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BMF parasti nosaka, analizgjot test&jamo vielu vesela zivi (uz slapjsvara bazes). Ja pétjjuma mérkiem tas batiski, zivi
sadalot &édamaja un neédamaja dala (sal. ar 21. punktu), var paraugot konkrétus audus (pieméram, muskulus,
aknas). Turklat kunga un zarnu traktu var iznemt un analizét atseviski, lai noteiktu ta devumu koncentracijas, kas
visd zivs organisma konstatétas paraugoSanas punktos uzpemsanas fazes beigas un tuvu izvadiSanas fazes
sakumam, vai arT lai to izmantotu masas bilances pieeja.

Paraugotas veselas zivs lipidsaturs jameéra ta, lai ar lipidiem varétu korigét koncentracijas, nemot véra gan baribas,
gan zivs lipidsaturu (sal. ar 56. un 57. punktu un 7. papildinajumu).

Lai aprékinatu testa laika iesp&jamo augsanu, jaméra un jaregistré individualu paraugotu zivju svars, to sasaistot ar
attiecigajai zivij analizéto kimikalijas koncentraciju (pieméram, janorada parskata, katrai paraugotajai zivij
izmantojot unikalu identifikacijas kodu). Ja iesp&jams, jaméra arl zivs kopgjais garums ('). Dati par svaru ir arl
vajadzigi, lai apléstu BCF, izmantojot uzturtesta iegfitos izvadiSanas datus.

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO VIELU

Jabut pieejamai 3. un 22. punkta aprakstitajai informacijai par test€jamo vielu. Ne vienmer janorada analitiska
metode attieciba uz testéjamas vielas koncentraciju tdeni; lai meéritu koncentracijas zivju un zivju audos, ir
nepiecieS$amas metodes ar attiecigu jutibu.

So metodi var izmantot, lai viena testa testétu vairak neka vienu vielu. Tomér testégjamam vielam jabiit savstarpéji
saderigam, lai, ar tam papildinot zivju baribu, tas savstarpgji neiedarbotos vai lai nemainitos to kimiska identitate.
Meérkis ir panakt, ka par katru kopa testéto vielu méritie rezultati batiski neatskiras no rezultatiem, kas tiktu iegati,
ja testi katrai test€jamajai vielai tiktu veikti atseviski. Iepriek3€jas analitiskas darbibas jakonstatg, ka katru vielu no
vairakkartéji papildinatas baribas un no zivs audu parauga iesp&jams atglit ar, pirmkart, augstu atgfistamibu
(pieméram, ar > 85 % nominalu) un, otrkart, testé$anai vajadzigo jutibu. Kopa testéto vielu kopé€jai devai jabait zem
kombinétas koncentracijas, kas var izraisit toksisku ietekmi (sal. ar 51. punktu). Turklat eksperimenta plana janem
véra ar vairaku vielu vienlaicigu testéSanu saistita iespéjama nelabvéliga ietekme uz zivim un potenciala
mijiedarbiga ietekme (pieméram, metaboliska ictekme). Javairas vienlaicigi testét jonizéjamas vielas. Runajot par
ekspoziciju, §T metode ir ari piemérota sarezgitiem maisijumiem (sal. ar 13. punktu, kaut ari tiek izmantoti tadi pasi
analizes ierobezojumi ka jebkurai citai metodei).

TESTA DERIGUMS

Lai tests butu derigs, attiecina $adus nosacijumus (sal. ar 24. punktu):

— tdens temperatiiras atskiriba apstradgrupas vai kontrolgrupas nesasniedz * 2°C;

— iz8kidusa skabekla koncentracija nav mazaka par 60 % no gaisa piesatinajuma vértibas;

— testgjamas vielas koncentracija zivju bariba pirms uzpems$anas fazes un tas beigas ir + 20 % diapazona
(pamatojoties uz vismaz tris paraugiem abos laikpunktos);

— ieprieksgjas analitiskas darbibas ar papildinato uzturu ir japierada, ka viela bariba ir loti viendabiga; vismaz tris
testa sakuma panemti vielas koncentracijas paraugi nedrikst atskirties par vairak neka £ 15 % no vidéja lieluma;

(") Kopéjais garums jaregistré arT testa laika, jo tas ir labs raditajs par to, vai ir radusies negativa ietekme.



L 112/226 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 28.4.2017.

— nepapildinata bariba vai ar apstradatajiem paraugiem saistito kontroles zivju audos testgjamas vielas koncen-
tracijas nav detektétas vai ir konstatétas vienigi parasta mikroelementu limeni;

— testa beigas mirstibai un citam nelabvéligam ietekmém vai slimibam gan kontrolgrupas, gan testgrupas zivim
jabtit < 10 %; ja kada iemesla d€] testu paildzina, nelabvéligajai ietekmei abas grupas jabat < 5 % ménesi un
< 30 % kopuma. Bitiskas atskiribas starp testgrupas un kontrolgrupas paraugoto zivju vidgjo augsanas atrumu
varétu liecinat par testéjamas vielas toksisko ietekmi.

STANDARTVIELAS

Ja laboratorija $adu testu iepriek$ nav veikusi vai ja ir notikuSas bitiskas parmainas (pieméram, mainits zivju celms
vai piegadatajs, izmanto citu zivju sugu, ir batiski mainfjusies zivju izmeéri, zivju bariba vai papildinasanas metode
utt.), ieteicams izdarit tehniskas kompetences pétijumu, izmantojot kadu standartvielu. Standartvielu galvenokart
izmanto, lai noteiktu, vai baribas papildinaSanas panémiens pietickami nodrosina testgjamo vielu maksimalu
viendabibu un biopieejamibu. Viens piemeérs, kas izmantots nepolaram hidrofobam vielam, ir heksahlorbenzols
(HCB), bet sakara ar HCB bistamibu (!) jaapsver, vai neizmantot citas vielas ar esoSiem ticamiem datiem par
uzpemsanu un biomagnifikaciju. Ja izmanto standartvielu, testéSanas parskata par to janorada tada pati pamatinfor-
macija ka par test§jamam vielam, ari tas nosaukums, tiriba, CAS numurs, struktira, toksiskuma dati (ja pieejami)
(sal. ar 3. un 22. punktu).

METODES APRAKSTS

Aprikojums

Materiali un aprikojums jaizmanto tapat, ka aprakstits tidensekspozicijas metodé (sal. ar 26. punktu). Jaizmanto
caurpliides vai statiskas atjaunoSanas testa sistémas, kas testa tvertném nodro$ina pietickamu daudzumu atskai-
diSanas tidens. Jaregistré plismas atrumi.

Udens

Testa Gidens jaizmanto tapat, ka aprakstits ddensekspozicijas metodé (sal. ar 27.-29. punktu). Testa vide jaraksturo
saskana ar aprakstu, un tas kvalitatei visa testa laika jabiit nemainigai. Dabigajam dalinu saturam un kop&am
organiskajam ogleklim (TOC) pirms testa sakuma jabiit iesp&jami zemam (< 5 mg/l suspendétas vielas; < 2 mg/l
kopéja organiska oglekla). TOC jaméra vienigi pirms testa ta Gdens raksturojuma ietvaros (sal. ar 53. punktu).

Uzturs

leteicams izmantot zivim paredzétu komercialu baribu (peldo$u un/vai [éni grimstosu granulu veida), kam noradits
vismaz olbaltumvielu un tauku saturs. Lai efektivizétu baribekspoziciju, baribas granulam péc izméra jabat
vienadam, t. i, zivim jaéd vairak partikas, nevis liclaki tas gabali, ignoréjot mazakus. Granulu izméram jabut
piemérotam zivju izméram testa sakuma (pieméram, zivij ar kopgjo garumu 3-7 cm var izmantot granulas, kuru
aptuvenais diametrs ir 0,6—0,85 mm, bet zivim ar kopé&jo garumu 6-12 cm var izmantot granulas, kuru diametrs ir
0,85-1,2 mm). IzvadiSanas fazes sakuma granulu lielumu var korigét péc zivju lieluma. Piemérota komerciali
pieejamas baribas sastdva paraugs ir sniegts 7. papildinajuma. Sis metodes izstradé parasti izmantota testa bariba ar
kopgjo lipidsaturu 15-20 % (masas). Zivju bariba ar tik augstu lipidu koncentraciju dazos regionos var nebit
pieejama. Tada gadijuma pétijumus var veikt ar zemaku lipidu koncentraciju bariba un nepiecie$amibas gadijuma
attiecigi pielagot baroSanas intensitati, lai saglabatu zivju veselibu (pamatojoties uz priekstestésanu). Pirms testa
sakuma un uznemsanas fazes beigas jaizméra un jaregistré testgrupas un kontrolgrupas baribas kopgjais lipidsaturs.
Pétjjuma parskata janorada komercialas baribas piegadataja sniegta detalizéta informacija par uzturvielu analizi,
mitrumu, Skiedram un pelniem, un, ja iesp&ams, mineralvielam un pesticidu atliekam (pieméram, “standarta”
prioritarajiem piesarpotajiem).

(") HCB ir ieklauta Stokholmas Konvencijas A un C pielikuma un Regulas (EK) Nr. 850/2004 par noturigajiem organiskajiem piesarpotajiem
Tun III pielikuma (OV L 158, 30.4.2004., 7. Ipp.).



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112227

Papildinot baribu ar testgjamo vielu, péc iespéjas jacensas nodro$inat visas baribas viendabibu. Testgjamas vielas
koncentracija testgrupas bariba jaizraugas, nemot véra analitiska panémiena jutibu, testgjamas vielas toksiskumu
(NOEC, ja ir zinama) un attiecigos fizikalkimiskos datus. Ja izmanto standartvielu, to atkariba no analizes jutiguma
vélams iestradat aptuveni 10 % apméra no testéjamas vielas koncentracijas (vai jebkura gadijuma — iesp&jami zema
koncentracija) (pieméram, par pienemamu heksahlorbenzola koncentraciju bariba tiek uzskatiti 1-100 pg/g; lai giitu
detalizétaku informaciju par HCB asimilacijas efektivitati sal. ar (47)).

Zivju baribu ar testéjamo vielu atkariba no tas fizikalajam Ipasibam un $kidibas (stkaku informaciju par papildi-
nasanas metodém sk. 7. papildinajuma) var papildinat vairakos veidos:

— ja viela 3kist un ir stabila trigliceridos, ta pirms sajaukSanas ar zivju baribu jaizskidina neliela daudzuma zivju
ellas vai partikas augu ellas. Saja posma jaraugas, lai neiegiitu baribu, kurd, nemot véra papildinatas baribas
dabigo lipidsaturu, lipidsaturs ir parak augsts, un ella japievieno minimalaja zinamaja daudzuma, kas
nepiecieSams, lai panaktu testéjamas vielas sadalijumu un viendabibu bariba; vai

jamibu (sakara ar skidinatdja izgaroSanu bariba var veidoties test§jamas vielas (mikro)kristdli, un nav viegli
pieradit, ka tas nav noticis; sal. ar (49)); vai

— neviskozi skidrumi japievieno tiesi zivju baribai, bet tie kartigi jasajauc, lai panaktu viendabigumu un veicinatu
labu asimilaciju. MaisiSanas panémienam janodrosina, ka papildinata bariba ir viendabiga.

Dazos gadjjumos, pieméram, ar mazak hidrofobam testéjamam vielam, kam ir varbatigak desorbéties no baribas,
sagatavotas baribas granulas var bat japarklaj ar nelielu daudzumu kukuriizas/zivju ellas (sk. 142. punktu). Tados
gadijumos kontroles bariba jaapstrada lidzigi un galiga sagatavota bariba jaizmanto lipidu mérisana.

Ja izmanto standartvielas, to rezultatiem jabat salidzinamiem ar literatiira noraditajiem datiem par pétjjumiem, kas
veikti tados pasos apstaklos ar salidzinamu barosanas intensitati (sal. ar 45. punktu), un standartvielas specifi-
skajiem parametriem jaatbilst attiecigajiem 113. punkta kritérijiem (3., 4. un 5. dala).

Ja par testgjamas vielas nes¢ju izmanto ellu vai nes€ja $kidinataju, lidzvértigs daudzums ta pasa neséja (atrékinot
testéjamo vielu) jasajauc ar kontroles baribu, lai saglabatu lidzvértibu ar papildinato baribu. Gan uzpemsanas, gan
izvadiSanas fazé ir svarigi testgrupam un kontrolgrupam dot energétiskas vértibas zina lidzvértigu baribu.

Papildinata bariba jaglaba apstaklos, kas nemaina testéjamas vielas stabilitati baribas maisijuma (pieméram,
dzes€$ana), un Sie apstakli janorada.

Zivju sugu izraudzisanas

Var izmantot Gidensekspozicijas metodé noraditas zivju sugas (sal. ar 32. punktu un 3. papildindjumu). Uzturiskos
bioakumulacijas pétijjumos ar organiskam vielam pirms $is TM publicéSanas parasti izmantota varaviksnes forele
(Oncorhynchus mykiss), karpa (Cyprinus carpio) un melngalvas mailite (Pimephales promelas). Testa sugam attieciba uz
baro$anos jaizturas noteikta veida, lai dota baribas deva tiktu atri patéréta un tadéjadi lidz minimumam samazinaos
jebkads faktors, kas ietekme testéjamas vielas koncentraciju bariba (pieméram, izskalo$anas fideni un tdensekspo-
zicijas varbitiba). Jaizmanto ieteikta izmera/svara diapazona zivis (sal. ar 3. papildinajums). Zivis nedrikst bat tik
mazas, ka tas gruti analizét individuali. Sugas, kas testétas straujas augSanas attistibas stadija, var sarezgit datu
interpretaciju, un strauja augana var ietekmét asimilacijas efektivitates aprékinus (').

() Attieciba uz strauju augSanu uznemsanas fazes laika patiesa barosanas intensitate samazinasies zem ekspozicijas sakuma noteiktas.
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Zivju turéSana

Pienemsanas kritériji attieciba uz aklimatizaciju, mirstibu un slimibam ir tadi pasi ka tidensekspozicijas metodei
pirms testa veik3anas (sal. ar 33.-35. punktu).

TESTA VEIKSANA

Darbibas pirms pétijuma veikSanas un diapazona noteiksanas tests

Lai pieraditu vielas atgiistamibu no papildinatas baribas | papildinatiem zivs audiem, ir vajadzigs pirmspétijuma
analitiskais darbs. Lai izraudzitos piemérotu baribas koncentraciju, ne vienmér vajadzigs diapazona noteikSanas
tests. Lai paraditu, ka nelabvéliga ietekme nav novérojama, un izvértétu papildinatas baribas gar$u, analitiskas
metodes jutibu attieciba uz zivjus audiem un baribu, baroSanas intensitates piemérotibu un izraudzitos
paraugoS$anas intervalus izvadiSanas fazes laika utt.,, var veikt sakotngjus baroanas eksperimentus, bet tie nav
obligati. Sakotngjs pétijums var bit lietderigs tam, lai apléstu paraugosanai nepiecieSamo zivju skaitu izvadiSanas
fazes laika. Rezultata var bitiski samazinaties izmantoto zivju skaits, jo Ipasi attieciba uz testéjamam vielam, kuras
ir Tpasi uznémigas pret metabolizésanos.

Ekspozicijas nosacijumiem

Uznem3anas fazes ilgums

UzpemsSanas fazé parasti pietiek ar 7-14 dienam, kuru laika katru dienu vienu zivju grupu baro ar kontroles
baribu, bet otru — ar noteiktu testa baribas devu, kas ir atkariga no testétajam sugam un eksperimenta apstakliem,
pieméram, varaviksnes forelei tie biitu 1-2 % no kermena svara (slapjsvara). Barosanas intensitati izraugas tadu, lai
nenotiktu atra augSana un liels lipidsatura pieaugums. Ja vajadzigs, uznemsanas fazi var paildzinat, pamatojoties uz
praktisko pieredzi no ieprieksgjiem pétjjumiem vai zina§anam par testgjamas vielas (vai analoga) uzpemsanu zivju
organisma vai izvadi§anu no ta. Par testa sakumu nosaka reizi, kad notiek pirma baroSana ar papildinato baribu.
Eksperimenta diena ir no barosanas laika lidz bridim isi pirms (piem., viena stunda) nakama baroSanas laika.
Tadgjadi pirma uznemsanas eksperimenta diena sakas no pirmas baroanas reizes ar papildinato baribu un beidzas
neilgi pirms otras baroSanas reizes ar papildinato baribu. Praksé uznemsanas faze beidzas neilgi (pieméram, vienu
stundu) pirms pirmas barosanas ar nepapildinato testéjamo vielu, jo turpmakas 24 stundas zivs turpinas sagremot
papildinato baribu un absorbeés testéjamo vielu. Ir svarigi nodrosinat tik augstu (netoksisku) testéjamas vielas
uzpem$anu organisma, lai analitiskaja metodé ar to pietiktu tam, ka izvadiSanas fazé iesp&ams konstatet
samazindjumu vismaz par vienu lieluma kartu. TpaSos gadijumos, lai giitu priekSstatu par uznemsanas kinétiku,
uzpem$anas fazi var pagarinat (lidz 28 dienam) ar papildu paraugosanu. Uzpemsanas laika koncentracija zivju
organisma stacionaru fazi var nesasniegt. Tapat ka Gdensekspozicijas testa, arl Seit stacionaras fazes sasniegSanai
vajadzigo laiku var aprékinat ar vienadojumiem, tadgjadi guistot noradi par visvarbiitigako laiku, kas vajadzigs, lai
zivju organisma panaktu novértéjamas koncentracijas (sal. ar 5. papildinajumu).

Dazos gadijumos var biit zinams, ka sliktas analitiskas jutibas vai zemas asimilacijas efektivitates dé ar 7-14 dienas
ilgu vielas uzpemsanu zivs organisma nepietiks, lai ar izmantoto koncentraciju bariba panaktu tik augstu koncen-
traciju zivs organisma, ar ko pietiktu, lai izvadiSanas laika varétu analizét samazindjumu vismaz par vienu lieluma
kartu. Tados gadijumos var bat lietderigi sakotnéjo barosanas fazi pagarinat, parsniedzot 14 dienas, vai, jo Ipasi
attieciba uz loti metabolizg§jamam vielam, jaapsver, vai nepaaugstinat koncentraciju bariba. Tomér jagada, ka
uzpemsanas laikd slogs organismam zivs audos saglabdjas zem (skaitliski novértétas) hroniskas nenovérojamas
ietekmes koncentracijas (NOEC) (sal. ar 138. punktu).
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Izvadisanas fazes ilgums

IzvadiSana parasti ilgst lidz 28 dienam, un sakas bridi, kad testgrupas zivis péc uznemsanas fazes sak barot ar tiru,
neapstradatu baribu. IzvadiSana sakas ar pirmo ‘“nepapildinatas” baribas doSanu, nevis uzreiz péc pédgjas
“papildinatas” baribas dosanas, jo, ka noradits 126. punkta, turpmakas 24 stundas zivis joprojam sagremos baribu
un absorbés testéjamo vielu. Tade] pirmo paraugosanu izvadiSanas fazé veic neilgi pirms otras reizes, kad notiek
barosana ar nepapildinatu baribu. Sis izvadianas periods ir veidots ta, lai tiktu konstatétas vielas, kam
pussabruksanas periods potenciali ir 14 dienas, kas atbilst bioakumulativu vielu (!) pussabruk3anas periodam, lidz
ar to 28 dienas ietilpst divi tadi vielu pussabruksanas periodi. Gadijumos, kad vielam ir loti liela bioakumulacija,
var bit lietderigi pagarinat izvadiSanas fazi (ja priekstestéSana par to liecina).

Ja viela tiek izvadita loti léni, un tapéc izvadiSanas fazé precizu pussabrukSanas periodu noteikt nav iesp&jams,
novértésanas vajadzibam ar $o informaciju joprojam var pietikt, lai liecinatu par augstu bioakumulacijas limeni. Un
otradi, ja viela tiek izvadita tik atri, ka nav iesp&ams iegiit ticamu nulles laika koncentraciju (koncentraciju
uznemsanas beigasfizvadiSanas sakuma C, ) un k, atvasinat nav iesp&jams, par k, var izdarit piesardzigu apleési (sal.
ar 7. papildinajumu).

Ja agrakos intervalos (pieméram, 7 vai 14 diends) zivim veiktas analizes liecina, ka viela zem kvantitativas
noteikSanas limeniem izvadita, pirms pagajis pilns 28 dienu periods, talaku paraugosanu var partraukt un testu
izbeigt.

Dazos gadjjumos uzpem$anas perioda beigds (vai otraja uznemsanas parauga) izmérama test€jamas vielas
uzpem$anu var nebit notikusi. Ja iesp&jams pieradit, ka: (i) ir izpilditi 113. punkta noraditie deriguma kritériji; un
(i) tas, ka viela nav uzpemta, nav noticis kada cita testa vérojama trikuma dé] (pieméram, uzpemsanas faze nav
pietiekami ilga, baribas papildinasanas panémiena nepilniba, kuras dé] vielai ir slikta biopieejamiba, analitiskajai
metodei trikst jutibas, zivis neapéd baribu utt.); pétijumu drikst partraukt bez nepiecieSamibas to atkartot ar
garaku uznemsanas periodu. Ja prieksdarbi liecina, ka ta varétu bat, var ieteikt izmantot “masas bilances” pieeju un
analizet feces attieciba uz nesagremotu testéjamo vielu.

Testa zivju skaits

Lidzigi ka Gdensekspozicijas testa jaizraugas lidziga svara un garuma zivis, mazakajai zivij jabat ne vieglakai ka
divam tresdalam no lielakas zivs svara (sal. ar 40.-42. punktu).

Kopéjais zivju skaits pétjjumam jaizraugas, pamatojoties uz paraugosanas grafiku (vismaz viens paraugs
uznems$anas fazes beigas un Cetri [idz se$i paraugi izvadiSanas fazes laika, bet atkariba no So fazu ilguma), nemot
véra analitiska panémiena jutibu, koncentraciju, kas varétu tikt panakta uznemsanas fazes beigas (pamatojoties uz
iepriek$gjam zinasanam), un izvadiSanas ilgumu (ja iepriek$€jas zinaSanas dod iespgju izdarit skaitlisku
novértésanu). Katra reizé japaraugo piecas lidz desmit zivis, kuru augSanas parametrus (svars un kopéjais garums)
méra pirms kimiskas analizes vai lipidu analizes.

Ta ka zivim ir raksturigs mainigs izmérs, augSanas atrums un fiziologija, un katras zivs patérétaja baribas
daudzuma ir varbiitigas atkiribas, lai pienacigi noteiktu vidéjo koncentraciju un tas mainibu, katra intervala
japaraugo vismaz piecas zivis no testgrupas un piecas zivis no kontrolgrupas. Ir varbutigak, ka vispargjo
nekontroléto mainibu testa vairak ietekmes izmantoto zivju mainiba, nevis izmantotajam analitiskajam metodém
piemito$a mainiba, un tadgjadi dazos gadijumos ir attaisnoti viena paraugosanas punktd izmantot lidz pat desmit
zivim. Tomér, ja izvadiSanas sakuma testéjamas vielas fona koncentracijas kontroles zivju organisma nav
izméramas, var pietikt ar divu lidz tris kontroles zivju kimisko analizi galaparaugo$anas intervala, ar nosacijumu,
ka atlikusas kontroles zivis visos paraugo$anas punktos joprojam paraugo attieciba uz svaru un kopéjo garumu (lai
attieciba uz augSanu no testgrupam un kontrolgrupam biitu paraugots vienads skaits). Zivis jatur un jasver atseviski
(pat ja izradas, ka vélak paraugosanas rezultati biis jakombin€) un jaméra to kopégjais garums.

(") Odensekspozicijas pétijuma 14 dienu pussabruksanas periods atbilstu BCF apm. 10 000 Ljkg, izmantojot 1 g smagu zivi, kurai
attiecigais uznemsanas atrums ir apméram 500 L/kg/d (saskana ar Sijm et al (46) vienadojumu).
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Tas nozimé, ka standarttesta ar, pieméram, 28 dienu ilgu izvadiSanu un pieciem izvadiSanas paraugiem pavisam
tiks izmantotas 59-120 zivis no testgrupas un 50-110 zivis no kontrolgrupas, pienemot, ka vielas analizes
panémiens dod iespéju lipidsaturu analizét tam pasam zivim. Ja tam pa$am zivim, kuram veikta kimiska analize,
lipidu analizi veikt nav iesp&ams un ari praktiski nav iesp&jams lipidu analizei izmantot tikai kontroles zivis (sal. ar
56. punktu), biitu nepiecie$amas papildu 15 zivis (tris no pamatgrupas testa sakuma, pa trim no kontrolgrupam un
testgrupam izvadiSanas sikuma un pa trim no kontrolgrupam un testgrupam eksperimenta beigas). Paraugosanas
grafika piemérs ar zivju skaitu atrodams 4. papildinajuma.

Noslogojums

Jaizmanto tikpat augsts Gidens/zivju noslogojums ka adensekspozicijas metodé (sal. ar 43. un 44. punktu) Kaut ari
$aja testa zivju/adens noslogojums ekspozicijas koncentracijas neietekmé, ieteicamais noslogojums ir 0,1-1,0 g

(slapjsvars) zivju uz litru ddens diena, lai izskidinata skabekla koncentracijas uzturétu pietickama limeni un lidz

3

minimumam samazinatu spriedzi testa organismiem.

Testa bariba un barosana

Aklimatizacijas perioda zivis jabaro ar attiecigu baribu, ka aprakstits iepriek$ (117. punkts). Ja testu veic caurplides
apstaklos, zivju baro$anas laika plisma jaaptur.

Testa laika attieciba uz testgrupas uzturu jaievéro ieprieks aprakstitie nosacijumi (116.-121. punkts). Papildus tam,
ka tiek nemti véra vielai specifiski faktori, analitiska jutiba, sagaidima koncentracija bariba vides apstaklos un
hroniska toksiskuma limenifslodze organismam, izraugoties galigo papildindjuma koncentraciju, vél janem véra
baribas gar$a (lai zivs nevairitos to &st). Parskata janorada testéjamas vielas nominala papildinajuma koncentracija.
Balstoties uz pieredzi, papildinajuma koncentracijas 1-1 000 pg/g diapazona ir praktisks darbibas diapazons
attieciba uz test§jamam vielam, kam nav novérojams specifisks toksiskuma mehanisms. Vielam, kuram ir
nespecifisks iedarbibas mehanisms, atlicku limeni audos nedrikst parsniegt 5 pmol uz g lipidu, jo ir varbutigi, ka
atliekas, kas parsniedz $o limeni, rada hronisku ietekmi (19) (48) (50) (). Attieciba uz citam vielam jaraugas, lai
nelabveligu ietekmi neraditu akumuléta ekspozicija (sal. ar 127. punktu). Tas jo ipasi novérojams tad, ja vienlaicigi
testé vairak neka vienu vielu (sal. ar 112. punktu).

Ar attiecigu testgjamas vielas daudzumu zivju baribu var papildinat viena no trim veidiem, ka aprakstits
119. punkta un 7. papildinajuma. Baribas papildinasanas metodes un procediiras jadokumenté parskata. Kontroles
zivim dod neapstradatu baribu, kura satur tikpat daudz nepapildinata ellas nesgja, ka izmantots uznemsanas fazei
paredzétaja papildinataja bariba (ja tads izmantots), vai kura apstradata ar “tiru” $kidinataju, ja testgrupas baribas
sagatavosana izmantots $kidinataja nes€js. Apstradatajai un neapstradatajai baribai vismaz tris reizes analitiski
jaméra testéjamas vielas koncentracija pirms uzpemsanas fazes sakuma un tas beigds. Péc apstradatas baribas

eksponésanas (uznemsanas faze) zivim (abam grupam) dod neapstradatu baribu (izvadisanas faze).

Zivis baro ar fiksétu devu (atkariba no sugas, pieméram, varaviksnes forelei — aptuveni 1-2 % no kermena
slapjsvara diena). Barosanas intensitati izraugas tadu, lai nenotiktu atra augSana un liels lipidsatura pieaugums.
Jaregistre konkréta barosanas intensitate, kas noteikta eksperimenta laikam. Sakotnéja barosana jabalsta uz
pamatgrupas svara mérijumiem, kas ieplanoti tie$i pirms testa sakuma. Pamatojoties uz paraugoto zivju slapjsvaru
katra paraugosanas reiz€, baribas daudzumu pielago, lai biitu nemta véra augsana eksperimenta laika. Zivju svaru
un garumu testa un kontroles tvertnés var aplést no katra paraugoSanas reizé izmantoto zivju svara un kopégja
garuma; nedrikst svért vai merit testa un kontroles tvertnés palikusas zivis. Ir svarigi visa eksperimenta laika
saglabat nemainigu baro$anas intensitati.

(") Ta ka faktiskas ieksgjas koncentracijas ir iesp&jams noteikt vienigi péc testa veik3anas, ir jaaplés paredzama iek3gja koncentracija
(pieméram, pamatojoties uz paredzamo BMF un koncentraciju bariba; sal. vienadojums A5.8. 5. papildinajuma).
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Barosana janovéro, lai nodrosinatu, ka zivis redzami apéd visu doto baribu, un garantétu, ka aprékinos izmanto
pareizu uznemsanas atrumu. Izraugoties barodanas intensitati, kas nodrosina, ka visa reizi diend dota bariba tiek
apésta, janem véra iepriek$éji baroSanas eksperimenti vai iepriekséja pieredze. Gadijuma, ja bariba konsekventi
netiek apésta, var bt ieteicams katra eksperimenta diena sadalit devu pa papildu barosanas periodiem (pieméram,
barosanu reizi diena aizstat ar divreiz mazakas devas doanu divas reizes diena). Ja nepiecie$ams, otra barosana
javeic noteikta laika un tas laiks janosaka ta, lai pirms zivju paraugosanas paiet maksimali ilgs laiks (pieméram,
otras baroSanas laiku nosaka eksperimenta dienas pirmaja pusé).

Kaut arl zivis parasti baribu apéd atri, ir svarigi nodrosinat, ka viela joprojam adsorbgjas uz baribas. Jacensas
izvairities, ka testéjama viela no baribas dispergéjas tideni, tadgjadi zivis papildus uzturcelam ekspongjot testgjamas
vielas koncentracijam tideni. To var panakt, visu neapé@sto baribu (un izkarnijjumus) no testa un kontroles tvertném
iznemot vienas stundas (vélams 30 min) laika péc barosanas. Turklat var izmantot sistému, kura tdeni pastavigi
tira ar aktivas ogles filtru, lai absorbétu jebkadu “izskidusu” kontaminantu. Caurpliides sistémas var palidzét atri
aizskalot baribas dalinas un izskidusas vielas (). Dazos gadijumos $o problému var palidzét atrisinat mazliet
mainits papildinatas baribas sagatavosanas panémiens (sk. 119. punktu).

Gaisma un temperatiira

Attieciba uz tdensekspozicijas metodi (sal. ar 48. punktu) ieteicams 12-16 stundu fotoperiods un izmantotajai
testa sugai atbilstosa temperatira (* 2 °C) (sal. ar 3. papildindjumu). Jabit zinamam un dokumentétam
apgaismojuma veidam un Ipatnibam.

Kontroles

Jaizmanto viena kontrolgrupa, kura zivim dod tadu pasu uzturu ka testgrupa, bet bez testgjamas vielas bariba. Ja

testgrupas baribas papildinasana izmantots ellas vai $kidinataja nesgjs, kontrolgrupas bariba jaapstrada tiesi tapat,
bet bez test&jamas vielas, lai testgrupas un kontrolgrupas uzturs biitu vienads (sal. ar 121. un 139. punktu).

Udens kvalitates mérijumu biezums

Spéka ir adensekspozicijas metodé aprakstitie nosacijumi, iznemot attieciba uz TOC, kas jameéra tikai pirms testa ta
tdens raksturojuma vajadzibam (sal. ar 53. punktu).

Zivju un uztura paraugos$ana un analize

Uztura paraugu analize

Testa un kontroles uztura paraugi attieciba uz testgjamo vielu un lipidsaturu jaanalizé vismaz tris replikatos un
vismaz pirms uzpemsanas fazes sakuma un tas beigas. Parskata janorada baribas analizéSanas metodes un
viendabibas nodrosinasanas procediiras.

(") Sakara ar zivju izkarnijumiem vai tadél, ka testéjama viela izskalojas no baribas, pilniba likvidet testéjamas vielas klatbiitni testa vidé var
nebiit iesp&jams. Tadé] viens risindjums ir mérit vielas koncentraciju Gideni uznemsanas perioda beigas, jo ipasi, ja tiek izmantota
pusstatiska struktiira, kas palidzés noteikt, vai ir radusies Gidensekspozicija.
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Testgjamas vielas paraugi jaanalizé ar izveidoto un validéto metodi. Pirmspétijuma darba janosaka paredzétas
parauga matricas kvantitativas noteikSanas robeza, procentualo atgiistamiba, traucgjumi un analitiska mainiba. Ja
testé radioaktivi iezZimétu materialu, janem véra tie pa$i apsvérumi ka tidensekspozicijas metodé, Gidens analizi
aizstajot ar baribas analizi (sal. ar 65. punktu).

Zivju analize

Katra zivju paraugo$anas reizé no ekspozicijas un kontroles apstradem paraugo 5-10 individus (daZos gadijumos
kontroles zivju skaitu var samazinat; sal. ar 134. punktu).

Paraugosanas reizém katra eksperimenta diena janotiek viena un taja pasa laika (relativi pret barosanas laiku), un to
laiks japlano ta, lai lidz minimumam samazinatu iesp&amibu, ka bariba uzpemsanas fazes laika un izvadiSanas
fazes agrina posma paliek zarnas un stihiski palielina testéjamas vielas kopgjas koncentracijas (t. i., paraugotas zivis
eksperimenta dienas beigas jaaizvac, paturot prata, ka eksperimenta diena sakas baroSanas laikd un beidzas
nakamas baroSanas laika, apméram péc 24 stundam. IzvadiSana sakas, kad pirmo reizi tiek dota nepapildinata
bariba; sal. ar 128. punktu). Pirmajam izvadiSanas fazes paraugam (kas nemts neilgi pirms otras baroSanas ar
nepapildinatu baribu) ir svariga nozime, jo ekstrapolacija uz vienu dienu pirms §1 mérjjuma tiek izmantota, lai
aplestu nulles laika koncentraciju (C,,, koncentracija zivs organisma uznemsanas beigas/izvadiSanas sakuma). Péc
véleSanas uzpemsanas beigas un 1. un 3. izvadiSanas diend zivim var iznemt kupga un zarna traktu un analizét
atseviski.

Katra paraugosanas reizé zivis iznem no abiem testa traukiem un apstrada tapat, ka aprakstits tidensekspozicijas
metodé (sal. ar 61.—63. punktu).

Testéjamas vielas koncentracijas vesela zivi (slapjsvars) gan kontrolgrupas, gan testgrupas méra vismaz uzpemsanas
fazes beigas un izvadiSanas fazes laika. IzvadiSanas fazes laika ieteicami Cetri lidz se$i paraugosanas punkti
(pieméram, 1., 3., 7., 14. un 28. diena). Pé véléSanas péc 1-3 dienu ilgas uznemsanas var noteikt papildu
paraugos$anas punktu, lai joprojam tuvu ekspozicijas perioda sakumam, izmantojot uznemsanas linearo fazi zivju
organisma, apléstu asimilacijas efektivitati. Pastav divas galvenas novirzes no grafika: (i) ja izmanto paildzinatu
uzpem$anas fazi, lai izmeklétu uznemsanas kinétiku: tada gadijuma uznemsanas fazé bias papildu paraugo$anas
punkti un lidz ar to bis jaieklauj papildu zivis (sal. ar 126. punktu); (i) ja pétjumu beidz uznemsanas fazes beigas
sakara ar to, ka nekada izmérama uzpemsana nav notikusi (sal. ar 131. punktu). Atseviskas paraugotas zivis
janosver (un jaizmeéra to kopgjais garums), lai varétu noteikt augSanas atruma konstantes. Vielas koncentracijas
konkrétos zivs audos (édamas vai neédamas dalas) var mérit arl uzpemsanas beigas un izraudzitajos izvadiSanas
laikos. Ja testé radioaktivi iezimeétu materialu, janem véra tie pasi apsvérumi ka attieciba uz tdensekspozicijas
metodi, Gdens analizi aizstajot ar baribas analizi (sal. ar 65. punktu).

Attieciba uz periodisku standartvielas izmantosanu (sal. ar 25. punktu) testgrupas koncentracijas velams meérit
uzpemsanas beigas un visas izvadiSanas reizés, kas konkréti noteiktas test€jamai vielai (veselai zivij); kontrolgrupas
koncentracijas jaanalizé vienigi uznemsanas beigas (veselai zivij). Dazos gadijumos (pieméram, ja test€jamas vielas
un standartvielas analizes panémieni nav savietojami un tapéc, lai varétu ievérot paraugoSanas grafiku, ir
nepiecieSamas papildu zivis) var izmantot citu pieeju, lai papildu zivju skaita nepiecieSamibu samazinatu lidz
minimumam. Standartvielas koncentracijas izvadiSanas laikd mera vienigi 1. un 3. diena un divos nakamajos
paraugoanas punktos, kas izraudziti t3, lai standartvielai varétu noteikt ticamu nulles laika koncentracijas (C,,) un
k, aplési.

Ja iesp&jams, katra paraugosanas reiz€ vai vismaz uznemsanas fazes sakuma un beigas un izvadiSanas fazes beigas
janosaka lipidsaturs atseviskas zivs organisma (sal. ar 56. un 67. punktu). Atkariba no analitiskas metodes (sk.
67. punktu un 4. papildinajumu) gan lipidsatura, gan test&jamas vielas koncentracijas noteik$anai var biit iesp&jams
izmantot vienu un to pasu zivi. To vélams darit, lai zivju skaitu samazinatu lidz minimumam. Tacu, ja tas nav
iespgjams, var izmantot Gidensekspozicijas metodé aprakstito pieeju (alternativos lipidu mériSanas variantus sk.
56. punkta). Parskata jadokumenté lipidsatura kvantitativaja noteiksana izmantota metode.
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Analitiskas metodes kvalitate

Lai nodro$inatu vielai specifiska analitiskd panémiena specifiskumu, pareizibu, precizitati un reproducgjamibu, ka
arl test€jamas vielas atgiistamibu no baribas un no zivs, javeic eksperimentalas parbaudes.

Zivs augsanas merjums

Testa sakuma janosver pamatgrupas zivju paraugs (un jaizméra to kopéjais garums). Sis zivis japaraugo neilgi
(pieméram, vienu stundu) pirms pirmas papildinatas baro3anas, un eksperimenta dienu apzimé ar “0”. Zivju
skaitam $aja parauga jabiit vismaz tadam pasam ka paraugiem testa laika. DaZi no tiem var biit ta pati zivs, kas
pirms uznemsanas fazes sakuma izmantota lipidu analizé (sal. ar 153. punktu). Katra paraugosanas intervala zivis
vispirms nosver un izméra to garumu. Katras atseviskas zivs izmeéritais svars (un garums) jasasaista ar analizéto
kimikalijas koncentraciju (un attieciga gadijuma lipidsaturu), pieméram, katrai paraugotajai zivij izmantojot unikalu
identifikacijas kodu. So paraugoto zivju mérfjumus var izmantot, lai apléstu testa un kontroles tvertnés palikuso
zivju svaru (un garumu).

Eksperimentaila izvértésana

Katru dienu javeic un jaregistré novérojumi par mirstibu. Javeic un jaregistré papildu novérojumi par nelabveligu
ietekmi, pieméram, par anormalu uzvedibu vai pigmentaciju. Zivis uzskata par mirusam, ja tam nav novérojamas
elpoSanas kustibas un ja tas nereagé uz nelielu mehanisku stimulaciju. Aizvac visas miru$as un acimredzami
mirstosas zivis.

DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Rezultatu apstrade

Testa rezultatus izmanto, lai ka zivs kopéja slapjsvara funkciju atvasinatu izvadiSanas atruma konstanti (k,). Uz zivs
svara vidjo pieaugumu balstitu augSanas atruma konstanti k, aprékina un izmanto, lai attieciga gadijuma iegiitu ar
augdanu korigétu izvadiSanas atruma konstanti k,,. Turklat janorada asimilacijas efektivitate (a; absorbcija no
zarnam), kinétiskais biomagnifikacijas koeficients (BMF,) (ja nepiecieSams, korigéts ar augSanu BMF), ar lipidiem
korigeéta vértiba (BMF,; vai BMF,, ja korigéts ar augSanas izraisito atSkaidijumu) un barosanas intensitate. Vél, ja
iespgjams iegiit aplési par stacionaras fazes sasniegSanai uznemsanas fazé nepiecie$amo laiku (pieméram, 95 % no
stacionaras fazes jeb ty; = 3,0/k,) un ja t,5 vértiba liecina, ka stacionara faze var bt tikusi sasniegta, var ieklaut
aplési par stacionaras fazes BMF (BMF,) (sal. ar 105. un 106. punktu un 5. papildinajumu). Lai iegatu ar lipidiem
korigétu vértibu BMF,, (janem véra, ka saskanota procedira stacionaras fazes BMF korig€Sanai attieciba uz
augsanas izraisitu at$kaidfjumu nav pieejama), o BMF,, korigé ar lipidiem tapat ka iegiito kinétisko BMF (BMF,).
Formulas un aprékinu piemeri sniegti 7. papildindgjuma. Pastav pieejas, ar kuram iesp&jams no uzturpétjjuma
ieghitajiem datiem aplést kinétisko biokoncentré$anas koeficientu (BCF,). Tas ir aplikots 8. papildinajuma.

Zivs svara/garuma dati

Tabula testgrupai un kontrolgrupai atseviski norada individualo zivju slapjsvaru un garumu par visiem periodiem,
ieklaujot visas paraugosanas dienas uzpemsanas fazes laika (pamatgrupa uzpemsanas sakuma; kontrolgrupa un
testgrupa uznemsanas beigds un, ja to veic, agrina faze (pieméram uznemsanas 1.-3. diend) un izvadiSanas faze
(pieméram, kontrolgrupai un testgrupai 1., 2., 4., 7., 14. un 28. diena). Augsanas izraisita atSkaidjjuma korigéSanai
vélamais augSanas meérs ir svars. AugSanas izraisita atSkaidijjuma datu korigéSanai izmantoto(-as) metodi(-es) sk.
turpmak (162. un 163. punkts) un 5. papildindjuma.
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Dati par testejamds vielas koncentraciju zivju organisma

Individualam zivim veiktus testéjamas vielas atlieku mérjjumus (vai apkopotus zivju paraugus, ja individualas zivis
izmérit nav iesp&jams), kas izteikti ka slapjsvara koncentracija (masas procentos), testa un kontroles zivim norada
tabulas veida ar individualajiem paraugosanas laikiem. Ja katrai paraugotajai zivij ir veikta lipidu analize, attieciba
uz lipidu koncentraciju var iegfit un tabula noradit individualas ar lipidiem korigétas koncentracijas (lipidi masas
procentos).

— Atseviskam zivim veiktus testéjamas vielas atliecku mérfjumus (vai, ja zivis individuali izmérit nav iesp&jams,
apkopotus zivju paraugus, sal. ar 66. punktu) attieciba uz izvadianas periodu konverté ka to naturallogaritmus
un attélo grafiski attieciba pret laiku (dienu). Ja grafiska attélojuma vizualaja parbaudé ir acimredzamas izlecosas
vertibas, maldigus datu punktus likvidét, ka ari to trikumu dokumentéti pamatot var ar statistiski derigu
izleco3o vertibu testu.

— Linedro mazako kvadratu korelaciju aprékina attieciba uz In(koncentracija) pret izvadiSanas (diena) datiem.
Liknes stavumu un vienadojuma brivo locekli norada ka kopgjo izvadisanas atruma konstanti (k,) un iegitas
nulles laika koncentracijas (C,,) naturallogaritmu (lai iegfitu detalizétaku informaciju, sal. ar 5. un 7. papildi-
najumu). Ja tas nav iesp&jams tadé], ka otrds izvadiSanas reizes parauga koncentracijas samazinas zem kvanti-
tativas noteikSanas robeZas, var sniegt piesardzigu k, aplési (sal. ar 7. papildindgjumu).

— Liknes stavumu un vienadojuma briva locekla dispersijas aprékina, izmantojot statistiskas standartprocediiras
un ap Siem rezultatiem izveérté un norada 90 % (vai 95 %) ticamibas intervalus.

— Aprekina ari tadu vidéjo koncentraciju zivs organisma, kas mérita pédéja uznemsanas diena (mérita nulles laika
koncentracija C,,), un salidzina ar atvasinato vértibu C,,. Ja atvasinata vértiba ir zemaka par mérito vértibu, &
atskiriba var liecinat, ka zarnas atrodas nesagremota papildinata bariba. Ja atvasinata vértiba ir daudz augstaka
par mérito vértibu, tas var liecinat, ka no izvadiSanas datu linearas regresijas atvasinatas vértibas ir kltidainas un
ka javeic atkartots novértgjums (sk. 7. papildinajumu).

IzvadiSanas atrums un biomagnifikacijas koeficients

Lai no datiem aprekinatu biomagnifikacijas koeficientu, vispirms jaiegist asimilacijas efektivitate (testéjamas vielas
absorbcija zarnas a). Lai to paveiktu, jaizmanto 7. papildindgjuma noraditais vienadojums A7.1., un tam jazina
nulles laika izvadisanas fazé (C,,) iegiita koncentracija zivs organisma, (kop&ja) izvadiSanas atruma konstante (k,),
koncentracija bariba (C,,,), baribas sagremosanas atruma konstante (I) un uznemsanas periods (t). Liknes stavumu
un vienadojuma brivo locekli linearajai sakaribai starp In(koncentracija) un izvadiSanas laiku, ka noradits ieprieks,
norada ka kopgjo izvadiSanas atruma konstanti (k, = liknes stavums) un nulles laika koncentraciju (C,y = emereer),
Japarbauda atvasinato vértibu biologiska ticamiba (pieméram, asimilacijas efektivitate ka vienadojums neparsniedz
1). (I) aprékina, baribas masu dalot ar ik dienu barotas zivs masu (ja baro pie 2 % no kermena svara, (I) biis 0,02).
Tomeér aprékina izmantoto baroSanas intensitati var biit vajadzigs korigét ar zivs augSanu (to var izdarit, izmantojot
zinamo aug$anas atruma konstanti, lai katra uznemsanas fazes laikpunkta apléstu zivs svaru; sal. ar 7. papildi-
n3jumu). Gadijumos, kur k, un C,, atvasinat nav iesp&jams, jo, piemeram, otrajam izvadi§anas paraugam koncen-
tracijas atrodas zem detekcijas robezas, var piesardzigi aplést k, un “augsgjas robezas” BMF, (sal. ar 7. papildi-
najumu).

Lidzko tiek iegtita asimilacijas efektivitate (a), var aprékinat biomagnifikacijas koeficientu, a reizinot ar uznemsanas
atruma konstanti (I) un dalot ar (kopgjo) izvadiSanas atruma konstanti (k,). Ar augSanu korigéto biomagnifikacijas
koeficientu aprékina tapat, bet izmantojot ar augSanu korigétu izvadiSanas atruma konstanti (k,,; sal. ar 162. un
163. punktu). Ja zivs audi analizéti uznemsanas fazes agrinaja linearaja posma, ir iesp&ams iegiit alternativu
asimilacijas efektivitates aplési; sal. ar 151. punktu un 7. papildindjumu. Si vértiba atspogulo asimilacijas efekti-
vitates neatkarigu aplési faktiski neeksponétam organismam (t. i., zivis atrodas tuvu uznemsanas fazes sakumam).

No izvadiSanas datiem aplésto asimilacijas efektivitati parasti izmanto, lai atvasinatu BMF.
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Korigesana ar lipidiem un korigesana ar augSanas izraisitu atskaidijumu

Zivju augsana izvadiSanas fazes laika var samazinat méramas kimikalijas koncentracijas zivju organisma, un tade]
vispargja izvadiSanas atruma konstante k, parsniedz konstanti, kas rastos tikai izvadprocesu (pieméram,
metabolisma, defekacijas) rezultata (sal. ar 72. punktu). Praksé lipidsaturs testa zivis (kas ir ciesi saistits ar hidrofobu
vielu bioakumulaciju) un lipidsaturs bariba var bat pietickami atskirigs, lai tie baitu jakorige, lai biomagnifikacijas
koeficienti tiktu iegiiti jégpilna veida. Biomagnifikacijas koeficients jakorige ar augsanas izraisitu atSkaidijumu (tapat
ka kinétiskais BCF tidensekspozicijas metod€) un jakorigé ar konkrétas zivs baribas lipidsaturu (lipidu korekcijas
koeficients). So aprékinu vienadojumi un pieméri atrodami attiecigi 5. un 7. papildinajuma.

Lai korigétu augSanas izraisitu atSkaidijumu, jaaprékina ar augSanu korigéta izvadiSanas atruma konstante (k,)
(vienadojumus sk. 5. papildinajuma). Péc tam 3o ar augSanu korigéto izvadiSanas atruma konstanti (k,,) izmanto, lai
aprékinatu ar augSanu korigéto biomagnifikacijas koeficientu, ka noradits 73. punkta. Dazos gadijumos 30 pieeju
nav iespgjams izmantot. Alternativa pieeja, kas apiet nepiecieSamibu korigét ar augSanas izraisitu atskaidijumu, ir
saistita ar to, ka izmanto izvadiSanas datus par testgjamas vielas masu uz vienu zivi (baze ir vesela zivs), nevis
ierastos datus par testéjamas vielas masu uz zivs vienibas masu (koncentracija). To var viegli panakt, jo testos
saskana ar $o metodi registrétas audu koncentracijas jasaista ar individualo zivju svaru. Vienkar$a procedira ir
aprakstita 5. papildindgjuma. Janem véra, ka joprojam skaitliski janovérté un jaregistré k,, pat ja tiek izmantota $i
alternativa pieeja.

Lai izdaritu korekcijas ar lipidsaturu bariba un zivju organisma, kur lipidu analize visam paraugotajam zivim nav
veikta, ieglist vidéjas lipidu frakcijas zivs organisma (masas procentos) un vidéjas lipidu frakcijas bariba (). Péc tam
aprékina lipidu korekcijas koeficientu (L), zivs vidgjo lipidu frakcijas lielumu dalot ar baribas lipidu frakcijas vidéjo
lielumu. Lai aprékinatu ar lipidiem korigétas biomagnifikacijas koeficientu, biomagnifikacijas koeficientu — vai tas
attieciga gadijuma biitu vai nebiitu korigéts — dala ar lipidu korekcijas koeficientu.

Ja vienai un tai paSai zivij katrd paraugosanas punkta izdaritas kimikalijas un lipidu analizes, ar lipidiem korigétus
datus par 3is zivs audiem var izmantot, lai tie$i aprékinatu ar lipidiem korigétu BMF (sal. ar (37)). Ar lipidiem
korigétas koncentricijas datu grafiska att€lojuma, pamatojoties uz lipidiem un k, iegist C,,. P& tam, izmantojot
tos pasus 7. papildinajuma noraditos vienadojumus, var veikt matematisko analizi, bet asimilacijas efektivitati (a)
aprekina, izmantojot ar lipidiem normalizétu baribas uznemsanas atruma konstanti (I;;) un uz lipidiem balstitu
uzturkoncentraciju (Ci,oqy,0)- PE tam ar lipidiem korigétus parametrus lidziga veida izmanto BMF aprékinasanai
(janem veéra, ka, lai aprékinatu ar lipidiem korigéto un ar augSanu korigéto BMF,,, ari augsanas atruma konstantes
korekcija jaattiecina uz lipidu frakciju, nevis uz zivs slapjsvaru).

Rezultatu interpreticija

Lai izslégtu toksisku ietekmi, vidéja augSana testgrupas un kontrolgrupas baitiba nedrikst batiski atskirties. Attieciga
procediira jasalidzina abu grupu augSanas atruma konstantes jeb augSanas liknes ().

TestéSanas parskats

Péc pétjjuma beigam sagatavo galaparskatu, kura ieklauj informaciju par testgjamo vielu, testa sugam un testa
nosacjjumiem, ka noradits 81. punkta (tapat ka attieciba uz tdensekspozicijas metodi). Turklat janorada $ada
informacija:

() Si pieeja ir specifiska ar baribu saistita pétijuma un atkiras no idensekspozicijas metodé ievérotas procediiras, tadél, lai neraditu
neskaidribu, tiek izmantots vards “korekcija”, nevis “normalizacija” — sk. ari zemsvitras piezimi 106. punkta.

() AugSanas atruma konstantém var veikt t-testu, lai parbauditu, vai kontrolgrupas un testgrupas augsana atskiras un vai dispersijas
analizes gadijuma var veikt F-testu. Ja nepiecieSams, F-testu vai iespéjamibas attiecibas testu var izmantot, lai vieglak izraudzitos attiecigu
augsanas modeli (OECD monograph 54, (32).
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Testgjama viela:
— jebkada informacija par testéjamas vielas stabilitati sagatavotaja bariba.
Testesanas nosacjumi:

— vielas nominala koncentracija bariba, papildinasanas panémiens, baribas papildinasana izmantota (lipidu) neséja
daudzums (ja izmanto), testgjamas vielas koncentracijas mérjjumi papildinataja bariba katrai analizei (vismaz
tris reizes pirms pétijjuma saksanas un uzpemsanas beigas) un vidéjas vértibas;

kvalitate;

— izmantotais baribas veids (proksimata analize ('), tirlba vai kvalitate, piegadatajs utt.), baroSanas intensitate
uznems$anas fazes laika, dotas baribas daudzums un bieZums (tostarp korekcijas uz paraugoto zivju svara
bazes);

— laiks, kad zivis katra paraugoSanas punkta (pieméram, vienu stundu pirms nakamas barosanas reizes diena)
savaktas un eitanizétas kimiskas analizes nolikam.

Rezultati:
— jebkadu ieprieks veiktu pétniecisko darbibu rezultati;
— informacija par jebkadu novérotu negativu ietekmi;

— pilnigs apraksts par visam izmantotajam kimiskas analizes procediiram, tostarp detekté$anas un kvantitativas
noteik$anas robezas, mainiba un atgiistamiba;

— izméritas lipidu koncentracijas bariba (papildinataja un kontroles bariba), individualas vértibas, vidéjas vertibas
un standartnovirzes;

— tabula noraditi dati par zivs svaru (un garumu), kas saistiti ar atsevisku zivi, gan kontroles, gan eksponétajas
grupas (pieméram, katrai zivij izmantojot unikalus identifikatorus), un aprekini par iegiito(-am) augSanas
atruma konstanti(-em) un 95 % ticamibas intervalu(-iem);

— tabula noraditi dati par test§jamas vielas koncentraciju zivju organisma, izmérita vidéa koncentracija
uznemsanas beigas (C,,) un iegiita (kopgja) izvadiSanas atruma konstante (k,), un koncentracija zivs organisma
izvadidanas fazes sakuma (C, ) kopa ar $o vértibu dispersijam (liknes stavums un vienadojuma brivais loceklis);

— tabula noraditi dati par zivju lipidsaturu (attieciga gadijuma attieciba pret specifisku vielas koncentraciju),
testgrupu un kontrolgrupu vidéjas vértibas testa sakuma, uznemsanas beigas un izvadi§anas beigas;

— liknes (tostarp visi méritie dati), kas atspogulo turpmak noradito (attieciga gadijuma koncentracijas var izteikt
visam dzivnieka kermenim vai konkrétiem ta audiem):

— aug$ana (t. i, zivs svars (un garums) pret laiku) vai naturallogaritma transforméts svars pret laiku;
— testéjamas vielas izvadiSana no zivs organisma; un

— naturallogaritma transforméta koncentraciju (In koncentracija) pret izvadiSanas laiku (arT iegita izvadiSanas
atruma konstante k, un no naturallogaritma iegtita koncentracija zivs organisma izvadiSanas fazes sakuma
Coa;

0dh

— ja grafiska attélojuma vizualaja parbaudé ir acimredzamas izleco§as vertibas, maldigus datu punktus likvidét, ka
arl to trikumu dokumentéti pamatot var ar statistiski derigu izlecoo vértibu testu;

() Partikas produktu analizes panémiens olbaltumvielu, lipidu, jélskiedras un pelnu satura noteik3anai; §1 informacija parasti ir pieejama no
baribas piegadataja.
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aprékinata ar augSanu korigéta izvadiSanas atruma konstante un ar augSanu korigétais pussabruksanas periods;

aprékinata asimilacijas efektivitate (a);

“neapstradats” uztura BMF, ar lipidiem korigéts un ar augSanas izraisitu atskaidijjumu korigéts kinétiskais BMF
(“neapstradats” un ar lipidiem korigéts, uz veselas zivs slapjsvara bazes), attieciga gadijuma audiem specifisks

BMF;

jebkada informacija par radioaktivi iezimétas test&jamas vielas metabolitiem un to uzkrasanos;

viss neierastais attieciba uz testu, visas novirzes no §im procediiram un jebkada cita biitiska informacija;

talak sniegta kopsavilkuma tabula ar bitiskajiem izméritajiem un aprékinatajiem datiem.

Vielas izvadi§anas atruma konstantes un biomagnifikacijas koeficienti (BMF,)

k, (augsanas atruma konstante; diena):

levietot vértibu

(95 % TI) (1)

k, (kopgja izvadiSanas atruma konstante; diena™):

Ievietot vértibu

(95 % TI)

k, (ar augSanu korigéta izvadiSanas atruma konstante;
diena-):

levietot vértibu

(95 % TI) ()

Co. (izmérita nulles laika koncentracija, koncentracija
zivs organisma uzpemsanas fazes beigas (ug/g):

levietot vértibu

£ SN ()

Coq (iegiita izvadiSanas fazes nulles laika koncentracija;

pgfg):

levietot vértibu

+ SN (3

I (noteiktais baribas uznemsanas atrums; g baribas uz
g zivju diena):

levietot vértibu

I, (speka esosa barosanas intensitate, kas korigéta ar
augSanu; g baribas uz g zivju diena) (2):

levietot vértibu

C.oa (kimikalijas koncentracija bariba; ug/g):

levietot vértibu

a (vielas asimilacijas efektivitate):

levietot vértibu

BMF, (kinétiskais baribas BMF):

levietot vértibu

(95 % TI) (1)

BMF,, (ar augSanu korigéts kinétiskais baribas BMF):

levietot vértibu

(95 % TI) (1)

tp (ar augsanu korigéts pussabruksanas periods die-

nas):

levietot vértibu

£ SN ()

Lc (lipidu korekcijas koeficients):

levietot vértibu

BMF,

gL

BMF):

(ar lipidiem un ar augSanu korigéts kinétiskais

levietot vértibu

BMF;, (indikativs ar lipidiem korigéts stacionaras fa-
zes BMF) (%):

levietot vértibu

£ SN ()

(") TI: ticamibas intervals (ja iesp&jams novertet).
() SN: standartnovirze (ja iesp&jams novertet).
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1. papildinajums

DEFINICIJAS UN MERVIENIBAS

Asimilacijas efektivitate (a) ir ta relativa vielas apjoma mérs, kas no zarnam uzsiicas organisma (a nav mérvienibu,
bet to biezi izsaka procentos, nevis ka dalu).

Bioakumulacija parasti apzimé procesu, kura vielas koncentracija organisma sasniedz tadu limeni, kas parsniedz
limeni elposanas vidé (pieméram, Gidens zivij vai gaiss ziditajam), bariba vai abos (1).

BiokoncentréSanas ir testéjamas vielas koncentracijas pieaugums organisma vai uz ta virsmas (vai konkrétos ta
audos) attieciba pret testéjamas vielas koncentraciju apkartéja vide.

BiokoncentréSanas koeficients (BCF jeb Kj) jebkura laika $a akumulacijas testa uznemsanas fazé ir testgjamas vielas
koncentracija zivs organisma, uz ta virsmas, vai noteiktos tas audos (C; ka mg/kg), dalita ar vielas koncentraciju
apkartéja vidé (C, ka mgfl). BCF izsaka I'kg'. Japem véra, ka korekcijas attieciba uz augSanu unfvai standarta
lipidsaturu nav ierékinatas.

Biomagnifikacija ir testéjamas vielas koncentracijas pieaugums organisma vai uz ta virsmas (vai konkrétos ta audos)
attieciba pret testéjamas vielas koncentraciju bariba.

Biomagnifikacijas koeficients (BMF) ir vielas koncentracija plésiga dzivnieka organisma attieciba pret tas koncen-
traciju plésiga dzivnieka laupfjuma (vai bariba) stacionara fazé. Saja testéSanas metodé aprakstita metode no
tdensekspozicijas fazes ripigi izvairas, tapéc ar $o test€Sanas metodi iegiitu BMF vértibu nav iespgjams tiesi
salidzinat ar lauka pétijuma iegitu BMF vértibu (kura var bt apvienota gan fGdensekspozicija, gan baribekspo-
zicija).

Uzturiskais biomagnifikacijas koeficients (uzturiskais BMF) ir termins, ko 3aja testéSanas metodé izmanto, lai
apzimétu rezultatu, kas giits uzturekspozicijas testa, kura notiek piesardziga izvairiSanas no tidensekspozicijas fazes,
tapéc ar $o testeSanas metodi iegiitu uzturiska BMF vértibu nav iesp&jams tie$i salidzinat ar lauka pétijuma iegiitu
BMF vértibu (kura var biit apvienota gan tdensekspozicija, gan baribekspozicija).

IzvadiSanas jeb pécekspozicijas (zuduma) faze ir laiks péc testa zivju parvietoSanas no vides, kas satur testéjamo
vielu, vide, kas $o vielu nesatur; Saja laika tiek pétita vielas izvadiSana (jeb neto zudums) no testa zivim (vai
konkrétiem to audiem).

IzvadiSanas (zuduma) atruma konstante (k,) ir skaitliska veértiba, kas raksturo testéjamas vielas koncentracijas
samazinasanos testa zivis (vai konkrétos to audos) péc testa zivju parvieto$anas no testgjamo vielu saturo$as vides
uz 3o vielu nesaturodu vidi (k, izsaka diena™).

Iz8kidusais organiskais ogleklis (DOC) ir oglekla koncentracijas meérs, kura izcelsme ir testa vidé izskidusi
biologiskie avoti.

Ekspozicijas jeb uznemsanas faze ir laiks, kura zivis ir eksponétas testéjamajai vielai.

Baribas uznemsanas atrums (I) ir vidéjais baribas daudzums, ko katra zivs apéd katru dienu, attieciba pret aplésto
zivs vidéjo kermena masu (kas izteikta ka g baribas uz g zivs masas diena).

Kinétiskais biokoncentrésanas koeficients (BCF,) ir uzpems$anas atruma konstantes k, attieciba pret izvadiSanas
atruma konstanti k, (t. i., k, [k, — attiecigas definicijas sk. $aja papildinajuma). Sai vértibai biitiba jabiit salidzinamai
ar BCF,, (definiciju sk. ieprieks), tacu var rasties novirzes, ja stacionara faze nav noteikta vai ja kinétiskais BCF ir
korigéts ar augsanu.
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Ar lipidiem normalizéts kinétiskais biokoncentréSanas koeficients (BCF,,) ir normalizéts zivij ar lipidsaturu 5 %.

Ar lipidiem normalizéts un ar augSanu korigéts kinétiskais biokoncentréSanas koeficients (BCFy,) ir normalizéts
zivij ar lipidsaturu 5 % un korigéts ar augSanu pétijjuma perioda laika, ka aprakstits 5. papildindjuma.

Ar lipidiem normalizéts stacionaras fazes biokoncentré$anas koeficients (BCF,,) ir normalizéts zivij ar lipidsaturu
5 %.

REACH regulas nolikam daudzkomponentu viela ir definéta ka viela, kam ir vairak neka viena galvena sastavdala
ar koncentraciju no 10 % lidz 80 % (masas).

Oktanola-tidens sadalijjuma koeficients (K) ir attieciba, kas raksturo vielas $kidibu n-oktanola pret tas skidibu
tdeni stacionara fazé (metodes A.8. (2), A.24. (3), A.23. (4)), izteic arl ar P, K, logaritmu izmanto ka raditaju,
kas raksturo potencialo vielas biokoncentraciju tidens organismos.

Organiska oglekla dalinas (POC) ir koncentracijas mérs ogleklim, kas testa vidé radies no suspendétiem organiskiem
avotiem.

Cietas fazes mikroekstrakcija (SPME) ir atskaidiSanas sistémam izstradats analitiskais papémiens bez skidinatajiem.
Saja metodé ar poliméru parklatu skiedru eksponé gazes vai Skidrajai fazei, kas satur interesgjoso analiz&amo vielu.
Parasti izmanto minimalu analizes laiku, lai starp cietajam un $kidrajam fazém panaktu stacionaro fazi, nemot véra
mérito sugu. Péc tam interesgjosas analiz€jamas vielas koncentraciju var noteikt tiesi no Skiedras vai péc tas ekstra-
hesanas no skiedras $kidinataja atkariba no noteikSanas panémiena.

Testgjamas vielas zivs organisma grafiskaja attélojuma stacionara faze (C) attieciba pret laiku ir sasniegta tad, kad
likne klaist paraléla laika asij un trim péc kartas veiktam C; analizém ar paraugiem, kas nemti ar vismaz divu dienu
starplaikiem, savstarpgja sakritiba ir £+ 20 % robezas, un laika starp pirmo un pédgjo secigo analizi nav novérojams
bitisks C; pieaugums. Analizgjot apvienotus paraugus, ir vajadzigas vismaz Cetras sekojosas analizes. Testejamam
vielam, ko uzpem léni, piemeérotaki intervali ir septinas dienas.

Lidzsvara biokoncentrésanas koeficients (BCF,) ilgaka laika batiski nemainas, ja testéjamas vielas koncentracija
apkartéja vidé Saja laika ir konstanta (sal. ar “stacionaras fazes” definiciju).

Kopéja organiska oglekla saturs (TOC) ir koncentracijas mérs ogleklim, kas testa vidé radies no visiem organiskajiem
avotiem, tostarp dalinu avotiem un izskidusiem avotiem.

Uzpemsanas atruma konstante (k,) ir skaitliska vértiba, kas nosaka testejamas vielas koncentracijas pieauguma
atrumu testa zivju organisma vai uz to virsmas (vai konkrétos to audos), ja zivis ir eksponétas $ai vielai (k, izsaka |
kg diena™).

Vielas, kuru sastavs nav zinams vai ir mainigs, kuras ir kompleksi reakcijas produkti vai biologiski materiali, sauc
par UVCB.

Kimikalija ir viela vai maisijums.

Testéjama kimikalija ir jebkura viela vai maisijums, ko testé ar $o testéSanas metodi.

LITERATURAS SARAKSTS

(1) Gobas F.A.P.C.,, de Wolf W., Burkhard L.P,, Verbruggen E. and Plotzke K. (2009), Revisiting bioaccumulation
criteria for POPs and PBT assessments. Integr. Environ. Assess. Manag. 5: 624-637.
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(2) Sa pielikuma A.8. nodala “Sadalijuma koeficients (oktanola—iidens):” kolbu kratisanas “metode”.
(3) $a pielikuma A.24. nodala “Sadalijuma koeficients (oktanola—iidens): HPLC metode”.

(4) $a pielikuma A.23. nodala “Sadalijuma koeficients (1-oktanola—iidens): lenas maisisanas metode”.
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2. papildinajums

TESTA NOSACIJUMI, ILGUMS UN IZDZIVOTIBAS KRITERIJI IETEICAMAJAM SUGAM

Komponents Robezkoncentracija
Suspendétas dalinas 5 mg/l
Kopéjais organiskais ogleklis 2 mg/l
Nejonizétais amonjaks 1 pgfl
Hlora atlikumi 10 pg/l
Kopgjie fosfororganiskie pesticidi 50 ng/l
Kopéjie hlororganiskie pesticidi un polihlorbifenili 50 ngl
Kopégjais organiskais hlors 25 ngl
Aluminijs 1 pgfl
Arséns 1 pgfl
Hroms 1 pgfl
Kobalts 1 pg/l
Vars 1 gl
Dzelzs 1 pg/l
Svins 1 pgfl
Nikelis 1 pgfl
Cinks 1 pgfl
Kadmijs 100 ng/l
Dzivsudrabs 100 ng/l
Sudrabs 100 ng/l
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3. papildinajums

TESTESANAI IETEICAMAS ZIVJU SUGAS

leteicamas sugas

leteicamais testéSanas temperatiiras
diapazons (°C)

leteicamais kopéjais testa dzivnieku
garums (cm) (%)

Danio rerio (1)
(Teleostei, Cyprinidae)
(Hamilton-Buchanan) Zebrzivs

20 - 25

Pimephales promelas
(Teleostei, Cyprinidae)
(Rafinesque) Melngalvas mailite

20-25

Cyprinus carpio
(Teleostei, Cyprinidae)
(Linnaeus) Parasta karpa

20 - 25

Oryzias latipes
(Teleostei, Poecilliidae)
(Temminck un Schlegel) Risu zivs

20 - 25

Poecilia reticulata
(Teleostei, Poeciliidae)
(Peters) Gupija

20 - 25

Lepomis macrochirus
(Teleostei Centrarchidae)
(Rafinesque) Zilais saulesasaris

20 - 25

Oncorhynchus mykiss
(Teleostei Salmonidae)
(Walbaum) Varaviksnes forele

13-17

Gasterosteus aculeatus
(Teleostei, (Gasterosteidae)
(Linnaeus) Trisadatu stagars

18 - 20

(") Meyer et al. (1)

(?) Japiebilst, ka pa3a testa vélamais mérs iegfitajam izmeéra un augsanas atruma konstantém ir svars. Tomér tiek atzits, ka garumu
izmantot ir praktiskak, ja eksperimenta sakuma zivs jaizraugas vizuali (t. i., no pamatgrupas).
(}) Sis garuma diapazons ir noradits dokumenta “Testing Methods for New Chemical Substances” utt., pamatojoties uz Japanas li-

kumu par kimisko vielu kontroli (CSCL).

Mazak plasi izmantotas dazZadas upju grivu un jiiras zivju sugas, piemeéram:

Punktota bungzivs

Lasumainais jirasgrundulis
Saldiidens menidija

Zeltainais jtrasasaris
Kalifornijas jarasméle
Ziemelatlantijas ragaina bullzivs
Trisadatu stagars

Juras asaris

Vike

(Leiostomus xanthurus)
(Cyprinodon variegatus)
(Menidia beryllina)
(Cymatogaster aggregata)
(Parophrys vetulus)
(Leptocottus armatus)
(Gasterosteus aculeatus)
(Dicentracus labrax)

(Alburnus alburnus)
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Tabula noraditas saldiidens zivis ir viegli audzéjamas un/vai viegli pieejamas visu gadu, savukart jiras un upju grivu
zivis dalgji ir ieglistamas attiecigajas valstis. Tas var audzét un kultivet vai nu zivjaudzetavas, vai laboratorija
slimibu un parazitu kontroles apstaklos, ta, lai testa dzivnieki biitu veseli un ar zindmu izcelsmi. Sis zivis ir
pieejamas daudzviet pasaulg.

LITERATURAS SARAKSTS

(1) Meyer A., Biermann C.H. and Orti G. (1993), The phylogenetic position of the zebrafish (Danio rerio), a model
system in developmental biology: An invitation to the comparative method Proc. R. Soc. Lond. B. 252: 231-
236.
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4. papildinajums
PARAUGOSANAS GRAFIKI UDENSEKSPOZICIJAS UN BARIBEKSPOZICIJAS TESTIEM

1. Teorétisks piemérs paraugoSanas grafikam pilna @idensekspozicijas biokoncentréSanas testa vielai ar

log Ky, = 4.
Paraugo$anas laika grafiks )
Zivju paraugo$ana Minimalais vaiadzioai . < Udens paraugu Zivju skaits parauga (!)
inimalais vajadzigais | Papildu paraugoSana skaits (')
biezums (dienas) () (dienas) (2
Uznemsanas faze
1 -1 20) 40
0 (2) EX)
2 0,3 2 4
0,4 (2) (4)
3 0,6 2 4
0,9 ) 4
4 1,2 2 4
17 Bl 2
5 2,4 2 4
3,3 2 4
6 4,7 2 4-8()
CXQ)
Zivis parvieto Gdeni,
Izvadisanas faze kas nesatur testéjamo
vielu
7 5,0 2 4
5.3 (4)
8 5,9 2 4
7,0 (4)
9 9,3 2 4
11,2 (4)
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Paraugosanas laika grafiks

Udens paraugu

Zivju skaits parauga ()

Zivju paraugosana Minimalais vajadzigais | Papildu paraugosana skaits (')
biezums (dienas) (%) (dienas) ()
Uznems3anas faze
10 14,0 2 4-8()
17,5 (4+3()
KOPA 40-72
(48 — 80) (°)

S

S
— ==

nas un izvadiSanas fazu beigas (sal. ar 40. punktu).
() Ja nav iesp&jams izmantot to pasu zivi, kas vielu koncentraciju noteiksanai paraugota testa sakuma, uznemsanas fazes bei-
gas un izvadiSanas fazes beigas, lipidsatura analizei var biit nepiecie$amas vismaz 3 papildu zivis. Janem véra, ka daudzos
gadijumos iespéjams izmantot vienigi 3 kontroles zivis (sal. ar 56. punktu).

(") Skaitli iekavas ir paraugu skaits (ddenim, zivim), kas janem, ja tiek veikta papildu paraugosana.
() Pirmsparbaudes skaitliski noveértétais k, pie log Ko, lieluma 4,0 ir 0,652 dienas'. Kopé&jais eksperimenta ilgums ir noteikts
3 x ty = 3 x 4,6 dienas, t. i., 14 dienas. “ty," apléses noteiksanu sk. 5. papildinajuma.

Udens paraugu nem péc tam, kad pievaditi vismaz 3 “kameru tilpumi” @idens.
Sis zivis paraugo no pamatgrupas.
Ja nepieciesama lielaka precizitate vai metabolisma pétijumi, kuros nepieciesams vairak zivju, tas japaraugo tiesi uznemsa-

2. Teorétisks piemers uzturiska bioakumulacijas testa paraugoSanas grafikam péc 10 dienu ilgas vielas
uzpems$anas un 42 dienu ilgas izvadiSanas fazes.

Paraugosanas laika grafiks Zivju skaits parauga
Pa:;ltligkcf;r;as Vai jaizmanto Barib:;li a;;?sraugu
Fazes diena papildu zivju Testgrupa Kontrolgrupa
paraugi?
Uznemsanas faze
1 0 lespgjams (*) (%) 3 — testgrupa 0 5-10
3 — kontrol- 8-13) (3
grupa (')
1A () 1-3 5-10 5-10
2 10 Ja (¥ 3 — testgrupa 10-15 (% 5-10
3 — kontrol- (13 -18) () (8-13) ()
grupa (')
IzvadiSanas faze
3 1 Ja (¥ 10-15( 5-10
4 2 5-10 5-10
5 4 5-10 5-10
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Paraugosanas laika grafiks Zivju skaits parauga
Parattl%(o%nas Vai jaizmanto Baribals( Ptaraugu
notikums Fazes diena papildu zivju sKaits Testgrupa Kontrolgrupa
paraugi?
Uznemsanas faze
6 7 Ja (¥ 10-15(% 5-10
7 14 5-10 5-10
8 28 5-10 5-10
9 42 Ja (¥ 10-15(% 5-10
(13 -18) (%) ®-13)0)
KOPA 59 -120 50-110

(63 -126) () ()

(56 = 116) () ()

(") Gan no kontrolgrupas, gan testgrupas 3 baribas paraugi, kas analizéti attieciba uz test&jamas vielas koncentracijam un li-

pidsaturu.

() Zivis paraugo no pamatgrupas iesp&jami tuvu pétijuma sakumam; testa sakuma attieciba uz lipidsaturu japaraugo vismaz
3 zivis no pamatgrupas.

(}) (P&c izveles veikta) paraugosana uznemsanas fazes agrina posma nodrosina datus, no kuriem aprékinat tadu test&jamas vie-
las uzturasimilaciju, ko var salidzinat ar asimilacijas efektivitati, kas aprékinata no izvadisanas fazes datiem.

(* Papildu 5 zivis var paraugot, lai veiktu audiem specifisku analizi.
(’) Ja nav iesp&jams izmantot to pasu zivi, kas vielu koncentraciju noteiksanai paraugota testa sakuma, uznemsanas fazes bei-

gas un izvadiSanas fazes beigas, lipidsatura analizei var biit nepiecieSamas vismaz 3 papildu zivis. Janem véra, ka daudzos
gadijumos ir iesp&jams izmantot tikai 3 kontroles zivis (sal. ar 56. un 153. punktu).

Piebilde par faZu un paraugosanas laikiem. Uznemsanas faze sakas ar pirmo papildinatas baribas dosanas
reizi. Eksperimenta diena sakas ar pirmo baroanas reizi un beidzas péc 24 stundam, neilgi pirms nakamas
baroSanas reizes. Pirma paraugos$ana (tabula apziméta ar 1) javeic neilgi (pieméram, vienu stundu) pirms pirmas
baroSanas reizes. Ideala gadijuma paraugoSana pétjjuma laika javeic neilgi pirms nakamaja diena paredzétas
baroSanas (t. i., apméram 23 stundas péc barosanas paraugosanas diena). Uznemsanas faze beidzas neilgi pirms
pirmas reizes, kad dod nepapildinatu baribu, un tad sakas izvadiSanas faze (nakamas 24 stundas péc pedejas
baroSanas ar papildinato baribu testgrupas zivis, visticamak, veél sagremos papildinato baribu). Tas nozime, ka
izvadiSanas beigu paraugs janem neilgi pirms pirmas baro$anas ar papildinato baribu un pirmas izvadiSanas
fazes paraugs janem apmeéram 23 stundas péc pirmas barosanas ar papildinato baribu.
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5. papildinajums
VISPARIGI APREKINI

1. Ievads

No

. Prognozes par uznemsanas fazes ilgumu

3. Prognozes par izvadiSanas fazes ilgumu

4. Seciga metode: izvadiSanas (zuduma) atruma konstantes k2 noteiksana

5. Seciga metode: uznemsanas atruma konstantes k1 noteik3ana (vienigi tdensekspozicijas metodei)

(=)}

. Vienlaiciga metode uzpemsanas un izvadiSanas (zuduma) atruma konstansu aprékinasanai (vienigi idensekspo-
zicijas metodei)

7. Augsanas izraisita atSkaidijuma korig€Sana kinétiskajam BCF un BMF
8. Lipidu normalizacija lidz lipidsaturam 5 % (vienigi Gidensekspozicijas metodei)
1. IEVADS

Visparigo zivju fidens bioakumulacijas modeli var aprakstit ka uznemsanas un zuduma procesus, nenemot véra
uznemsanu ar baribu. Diferencialais vienadojums (dC,/dt), kas raksturo atrumu, ar kadu mainas koncentracija
zivs organisma (mg uz-kg'-diena?), ir sniegts turpmak (1):

dcs [Vienadojums A5.1.]
W:kl X CW_ (k2+ kg+ km+ ke) X Cf

Kur

k, = pirmas pakapes atruma konstante attieciba uz uznemsanu zivs organisma (kg '-diena-).

k, = pirmas pakapes atruma konstante attieciba uz izvadiSanu no zivs organisma (diena).

k, = pirmas pakapes atruma konstante attieciba uz zivs augsanu (“auganas izraists atSkaidjjums”) (diena!).
k, = pirmas pakapes konstante attieciba uz metabolisko transformaciju (diena™).

k, = pirmas pakapes konstante attieciba uz izkarnjjumu defekaciju (diena™).

C, = koncentracija Gident (mgl").

C; = koncentracija zivs organisma (mg-uz kg' slapjsvara).

Var paredzét, ka vielam, kas bioakumulgjas, visbiitiskaka ekspozicijas koncentracija tdeni (C,) pielaujama
svarstibu diapazona ir laika svérta vidéja vértiba (TWA) (sal. ar 24. punktu). TWA koncentraciju @ideni ieteicams
aprekinat saskana ar TM C.20. 6. papildindjuma noradito procediru (2). Japiebilst, ka tidens koncentracijas In
transformacija ir piemérota, kur starp atjauno$anas periodiem sagaidami eksponenciali traucgjumi, pieméram,
pusstatiska testa plana. Caurplides sistema ekspozicijas koncentraciju In transformacija var nebit vajadziga. Ja
tiek atvasinatas TWA koncentracijas ident, tas janorada parskata un jaizmanto turpmakajos apréekinos.

Standarta zivs BCF testa uzpem$anu un izvadiSanu var raksturot ka divus pirmas pakapes kinétiskos procesus.
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Uzpemsanas atrums = k; x C [Vienadojums A5.2.]

Kopéjais izvadisanas atrums = (k, + k, + k, + k) x C; [Vienadojums A5.3.]

Stacionara fazg, pienemot, ka augSana un metabolisms ir niecigi (t. i., ka k, un k,, vértibas nav iesp&jams atskirt
no nulles), uzpnemsanas atrums ir vienads ar izvadiSanas atrumu, un lidz ar to vienadojuma A5.2. un
vienadojuma A5.3. kombinéSana dod $adu sakaribu:

Bep. s _ky [Vienadojums A5.4.]
w - SS 2

Kur

Cess = koncentracija zivs organisma stacionaraja fazé (mg uz kg slapjsvara).

Coss = koncentracija iideni stacionaraja fazé (mg 1).

Koeficients k, [k, ir pazistams ka kinétiskais BCF (BCF,), un tam jabiit vienadam ar stacionaras fazes BCF (BCFy),
kas iegiits no stacionaras fazes koncentracijas zivs organisma attieciba pret koncentraciju tdeni, bet, ja
stacionard faze nav skaidra vai ja kinétiskais BCF ir korigéts ar augSanu, var rasties novirzes. Tomér, ta ki k, un
k, ir konstantes, BCF, var atvasinat, stacionaro fazi nesasniedzot.

Pamatojoties uz Siem pirmas pakapes vienadojumiem, $aja 5. papildinajuma ir ieklauti visparigie aprekini, kas
vajadzigi gan tdensekspozicijas, gan uzturekspozicijas bioakumulacijas metodém. Tomér 5., 6. un 8. iedala ir
butiskas tikai Gdensekspozicijas metodei, bet $eit ir ieklautas ka “visparigi” panémieni. Seciga (4. un 5. iedala) un
vienlaiciga (6. iedala) metode dod iespéju aprékinat uznemsanas un izvadiSanas konstantes, kuras izmanto, lai
iegtitu kinétisko BCF. Seciga metode k, noteiksanai (4. iedala) ir svariga attieciba uz uzturmetodi, jo ta vajadziga
gan asimilacijas efektivitates, gan BMF aprékinasanai. 7. papildinajuma ir izklastiti uzturmetodei specifiski
aprekini.

2. PROGNOZES PAR UZNEMSANAS FAZES ILGUMU

Pirms veikt testu, no empiriskam sakaribam starp k, un n-oktanola-tdens sadalijjuma koeficientu (K,,) vai starp
k, un BCF var aplést k, un attiecigi aptuvenu procentualu dalu no laika, kas vajadzigs stacionaras fazes
sasnieg§anai. Tomér jasaprot, ka $aja iedala noraditie vienadojumi ir izmantojami tikai tad, ja uzpemsana un
izvadiSana ievérota pirmas pakapes kinétika. Ja ta noteikti nav un ja v€lams iegiit prognozes par uzpemsanas
fazi, ieteicams lagt biostatistikas un/vai farmakokinétikas specialista padomu.

Aplési par k, (diena') var iegiit ar vairakam metodém. Pieméram, pirmkart, var izmantot $adas empiriskas
sakaribas (')

log k, = 1,47 — 0,414l0gK,,, (r2 = 0,95) [(3); vienadojums A5.5.]

vai

. ki [Vienadojums A5.6.]
* 7 BCF

Kur k, = 520 x W-932 (vielam ar log K, > 3) (r2 = 0.,5) [(4); Vienadojums A5.7.]

Un BCF = 10 (0:91010gK oy = 1,97510g(6,810 ~ 7K gyy+1) - 0,786) (r2 = 0,90) [(5); Vienadojums A5.8.]

(") Tapatka ar jebkuru empirisku sakaribu, japarbauda, vai testéjama viela ietilpst §is sakaribas izmantojamibas joma.
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W = vidgjais apstradatais zivs svars (grami slapjsvara) uznemsanas beigas/izvadianas sakuma (')

(- =

Citas saistitas sakaribas sk. (6). Var bat lietderigi k, aplésés iesaistit sarezgitakus modelus, ja, pieméram,
sagaidams, ka biis atra metabolizéSanas (7) (8). Tomér, modelim klastot sarezgitakam, vairak jariip&jas par
prognozu interpretaciju. Pieméram, nitrogrupu klatbiitne var noradit uz atru metabolizéSanos, bet ta nav
vienmér. Tadé], planojot pétijumu, lietotajam jaizvérté prognozes metodes rezultati attieciba pret kimikalijas
struktiiru un cita saisto$a informacija (pieméram, ieprieksgji pétjjumi).

Laiku, kas nepiecieSams, lai sasniegtu noteiktu procentualo dalu no stacionaras fazes, var iegiit, izmantojot k,
aplési no vispariga kinétiska vienadojuma, kas raksturo uzpemsanu un izvadi§anu (pirmas pakapes kinétika),
pienemot, ka augSana un metabolisms ir niecigi. Ja pétjjuma laika novérojama bitiska augSana, turpmak
aprakstitas apléses nebiis ticamas. Tados gadijumos labak izmantot talak teksta aprakstito ar augSanu korigétu
k,, (sk. 32 papildingjuma 7. iedalu):

dc
ditf:klcw_ sz}’

[Vienadojums A5.9.]

vai, ja C, ir nemainigs:

cfzi‘- Cw(l-e "2

2

[Vienadojums A5.10.]

Tuvojoties stacionarajai fazei (t- — oo), vienadojumu A5.10. var reducét $adi (sal.ar (9) (10)):

k, [Vienadojums A5.11.]
Cr=21.Cy
k)
vai
C N
=f % — BCF [Vienadojums A5.12.]
w 2

Tad BCF x C, ir aptuvinata koncentracija zivju organisma stacionaraja faze (C). [Piezime: tadu pasu pieeju var
izmantot, apléSot stacionaras fazes BMF uzturtesta. Saja gadijuma ieprieks noraditajos vienadojumos BCF aizstaj
ar BMF un C, ar C;,,;, koncentraciju bariba]

Vienadojumu A5.10. var pierakstit $adi:

Cr=Cs-s5(1-e" katy [Vienadojums A5.13.]
vai
Cs —1-¢ k2t [Vienadojums A5.14.]

Cy-ss

Piemérojot vienadojumu A5.14., stacionaras fazes noteiktas procentualas dalas sasnieg$anai nepieciesamo laiku
var prognozet, ja k, ir ieprieks§ noteikts, izmantojot vienadojumu A5.5. vai vienadojumu A5.6.

Orientieris attieciba uz statistiski optimalu uznemsanas fazes ilgumu statistiski pienemamu datu (BCF,) iegtisanai
ir laiks, kas vajadzigs, lai logaritmiska likne, kas atlikta pret linearo laiku un raksturo testéjamas vielas koncen-
traciju zivju organisma sasniegtu vismaz 50 % no stacionaras fazes (t. i., 0,69/k,), bet ne vairak par 95 % no
stacionaras fazes (t. i., 3,0/k,)(11). Ja akumulacija parsniedz 95 % stacionaras fazes, ir iespéjams aprékinat BCF.

() Zivs svaru uznemsanas fazes beigas var aplést no iepriek3¢ju pétijumu datiem vai zinaSanam par testéjamo sugu izmeéra iesp&amo
pieaugumu no tipiska testa sakuma svara attieciba pret tipisku uznemsanas ilgumu (pieméram, 28 dienas).
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Laiks, kas nepiecieSams 80 % stacionaras fazes sasnieganai (izmantojot vienadojumu A5.14.), ir:

0,80 =1-¢ * [Vienadojums A5.15.]
vai
-1n(0,20) 1,6 [Vienadojums A5.16.]
e T
2 2

Lidzigi laiks, kura sasniedz 95 % stacionaras fazes, ir:

. - In (0,05 3, [Vienadojums A5.17.]
95 —
ks k)

Pieméram, uznemsanas fazes ilgums (t. i., laiks, lai sasniegtu noteiktu stacionaras fazes procentualo dalu,
pieméram tg, vai t,;) testéjamai vielai ar log K, = 4 butu (izmantojot vienadojumu A5.5., vienadojumu A5.16.
un vienadojumu A5.17.):

logk, = 1,47 — 0,414 - 4

k, = 0,652 diena"

tgo = 0,16,22 = 2,45 dienas (59 stundas)
vai tys = 30 _ 4,60 dienas (110 stundas)
0,652

Alternativa gadijuma vienadojumu
te = 6,54 10 3 Ky, + 55,31 (stundas) [Vienadojums A5.18]

var izmantot, lai aprékinatu laiku, kas vajadzigs faktiskas stacionaras fazes (t) sasniegSanai (12). Lidz ar to
testéjamai vielai ar log K, = 4 rezultats bis $ads:

te = 6,54-10 3104+ 55,31 = 121 stundas

3. PROGNOZES PAR IZVADISANAS FAZES ILGUMU
Prognozi par laiku, kas nepiecieSams, lai slogu organisma samazinatu lidz noteiktai sakotnéjas koncentracijas

dalai, var iegiit no vispariga vienadojuma, kas apraksta uznemsanu un izvadiSanu (pienemot pirmas pakapes
kinétiku, sal. ar vienadojumu A5.9. (1) (13).

IzvadiSanas fazei pienem, ka C, (vai uzturtestam Cy,,) ir nulle. Vienadojumu var reducéts lidz:

dcy [Vienadojums A5.19.]
- = k ZCf
dt
vai
Cr=Cpo-e [Vienadojums A5.20.]

Kur C;, ir koncentracija izvadi§anas perioda sakuma.
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50 % izvadiSanu sasniedz laika (t,,):

& — 1 — ¢ hkatso
Co 2
vai
-In(0,50) 0,693
tso = =

kz k2
Lidzigi 95 % izvadiSanu sasniedz laika:

- -In(0,05) 3,0
95 — 7’(2 = kz

Ja pirmajam posmam tiek izmantota uznemsana 80 % (1,6/k,) un izvadiSanas fazé zudums 95 % (3,0/k,),
izvadianas faze ir aptuveni divreiz ilgaka par uzpemsanas fazi.

Japiebilst, ka $is apléses ir balstitas uz pienémumu, ka uznemsanas un izvadiSanas modeli atbilst pirmas pakapes
kinétikai. Ja tie acimredzami neatbilst pirmas pakapes kinétikai, 3is apléses nav derigas.

4. SECIGA METODE: IZVADISANAS (ZUDUMA) ATRUMA KONSTANTES K, NOTEIKSANA

Tiek uzskatits, ka lielako dalu biokoncentrésanas datu “pietiekami labi” apraksta vienkarss divu nodalijjumu/divu

parametru modelis, ko atspogulo rektilineara likne, kas izvadiSanas fazé aptuvinata punktiem, kuri atbilst
koncentracijam zivju organisma (In skala).

-
»
@ ““““i\

Cp

In(concentration)

t t

time

Janem véra, ka novirzes no taisnas linijas var liecinat par sarezgitaku izvadiSanas sistému, nevis pirmas pakapes

kinétiku. Lai iegiitu atrisindgjumu par izvadiSanas veidiem, kas neatbilst pirmas pakapes kinétikai, var izmantot
grafisko metodi.

Lai vairakiem laika (paraugosanas) punktiem aprekinatu k,, jaizdara In(koncentracija) lineara regresija attieciba
pret laiku. Regresijas linijas stavums ir izvadiSanas atruma konstantes k, aplése ('). No vienadojuma briva locekla
viegli iespé&jams apréekinat (arT kliidu robezas) vidéjo koncentraciju zivs organisma izvadiSanas fazes sakuma (C, ;
kas ir vienada ar vidéjo koncentraciju zivs organisma uzgemsanas fazes beigas) ():

Coq = emereent [Vienadojums A5.21.]

() Vairuma programmu, kas pielauj linearas regresijas, aplésém ir sniegtas ar standartklidas un ticamibas intervali (TI), pieméram, Microsoft
Excel formata, izmantojot Data Analysis instrumentu paku.
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Lai aprékinatu k,, kad ir pieejami tikai divi laika (paraugoSanas) punkti (ka tas ir minimizétaja plana), abas
vidgjas koncentracijas aizstaj ar $adu vienadojumu:

— In(Cp)-In(Cp) [Vienadojums A5.22.]
, = Y
tz -t 1

kur In(Cy) un In(Cp,) ir koncentraciju naturallogaritmi attiecigi laika t, un t,, un t, un t, ir abu paraugu
ievaksanas laiks attieciba pret izvadiSanas sakumu ().

5. SECIGA METODE: UZNEMSANAS ATRUMA KONSTANTES K, NOTEIKSANA (TIKAI UDENSEKSPOZICIJAS METODEI)

Lai, nemot véra seciga laika koncentracijas datu kopumu uznemsanas fazé, iegutu vértibu k,, jaizmanto
datorprogramma, lai pielagotos sadam modelim:

€)= o) ¥

2

C(1—e ) [Vienadojums A5.23.]

kur k, ir ieglits no iepriekséja aprekina, C(t) un C_(t) ir koncentracijas zivju organisma un tdeni, proti, laika t.

Lai aprékinatu k,, kad ir pieejami tikai divi laika (paraugosanas) punkti (ka tas ir minimizétaja plana), jaizmanto
$ada formula:

Cr k, Vienadojums A5.24.
f )

k= e

Saja formula k, ir iegiits no ieprieksgja aprékina, C, ir koncentracija zivs organisma izvadisanas fazes sakuma,
bet C, ir vidéja koncentracija iideni uznemsanas fazes laika (3).

Lai noteiktu, cik laba bijusi pielagoSana, var izmantot grafiski attéloto k, un k, liknu stavuma vizualo parbaudi
attieciba pret izmérito parauga punktu. Ja secina, ka ar secigo metodi iegitas k, apléses nav pilnigas, k, un k,
aprékinasana jaizmanto vienlaiciga pieeja (sk. talak 6. iedalu). Rezultata iegiitais Iiknu stavums vélreiz jasalidzina
ar grafiski attélotajiem izméritajiem datiem, lai vizualaja parbaudé noteiktu pielagotibu. Ja pielagotiba joprojam
nav pilniga, tas var liecinat, ka pirmas pakapes kinétika nav izmantojama un ka jaizmanto citi sarezgitaki
modeli.

6. VIENLAICIGA METODE UZNEMSANAS UN IZVADISANAS (ZUDUMA) ATRUMA KONSTANSU APREKINASANAI (TIKAI
UDENSEKSPOZICIJAS METODEI)

[zmantojot seciga laika koncentracijas datu kopumu un modeli, ar datorprogrammu palidzibu var iegiit k, un k,

vértibas:

Cr=C,- ki (1-¢ k) 0<t<t, [Vienadojums A5.25.]
k,

Cr=C,- h (" kalt-to) _ - k2l) >t [Vienadojums A5.26.]
k,

kur

t. = laiks uznemsanas fazes beigas.

() Pretgjilinearas regresijas metodei §is formulas izmanto$ana attieciba uz k2 neradis standartk]adu.
(%) Pretgji linearas pielagosanas procediirai §1 metode parasti neradis standartkladu vai ticamibas intervalu apléstajam k1.
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Si pieeja tiesa veida nodrosina standartkliidas k, un k, aplésem. Vienadojuma A5.25. un vienadojuma A5.26. k,|
k, aizstajot ar BCF (sal. ar vienadojumu A5.4.), iesp&jams aplést ari standartklidu un BCF 95 % TI. Tas ir ipasi
lietderigi, salidzinot datu transformacijas rezultata iegfitas dazadas apléses. Atkarigo mainigo (koncentraciju zivs
organisma) var pielagot ar vai bez In transformacijas, un var izvértét iegiita BCF nenoteiktibu.

Ta ka, ja apléses tiek veiktas vienlaicigi, abi parametri k, un k, spécigi korele, var bit ieteicams vispirms
aprekinat k, vienigi no izvadiSanas datiem (sk. ieprieks); k, lielakaja dala gadijumu var salidzino$i precizi aplést
no izvadiSanas liknes. Péc tam k, var aprékinat no uznemsanas datiem, izmantojot nelinearu regresiju (). Secigai
pielagosanai ieteicams izmantot tadu pasu datu transformaciju.

Pielagotibu var noteikt, zezultata iegfito grafiski atteloto liknu stavumu vizuali parbaudot attieciba pret izmérito
parauga punktu. Ja tiek secinats, ka ar $o metodi iegita ,1 aplése nav pilniga, k, un k, aprékinasana var
izmantot vienlaicigo pieeju. Pielagotais modelis vélreiz jasalidzina pret grafiski att€lotajiem meéritajiem datiem,
lai vizuali parbauditu pielagotibu, un jasalidzina dazada veida pielagojumos iegiitas k,, k, un BCF parametru
apléses, to standartkliidas un/vai ticamibas intervali.

Ja pielagotiba nav pilniga, tas var liecinat, ka pirmas pakapes kinétika nav izmantojama un jaiesaista citi
sarezgitaki modeli. Viena no visizplatitakajam problémam ir zivju aug$ana testa laika.

7. KINETISKA BCF UN BMF KORIGESANA AR AUGSANAS IZRAISITU ATSKAIDIJUMU

Saja iedala aprakstita standartmetode korekcijai, kas javeic sakara ar zivju augSanu testa laika (td saucamais
“augSanas izraisits atSkaidijums”) un ir deriga vienigi tad, ja novérojama pirmas pakapes kinétika. Ja ir liecibas,
ka pirmas pakapes kinétika nav izmantojama, par augsanas izraisita atskaidjjuma pienacigu korige$anu ieteicams
ligt biostatistikas specialista padomu vai izmantot turpmak aprakstito uz masu balstito pieeju.

Dazos gadjjumos §1 augSanas izraisita atSkaidijuma korigéﬁanai paredzéta metode nav preciza vai nedarbojas
(pieméram, loti 1éni izvaditam vielam, kuras testé atri augosas zivis, iegiita izvadiSanas atruma konstante k,,, kas
korigéta atbllstlgl augSanas izraisitajam atSkaidijumam, var biit Joti maza un Iidz ar to izskirosi svariga klust
kltada abas atruma konstantes, kas izmantotas tas iegtiSanai, un dazos gadijumos k, apleses var parsniegt k).
Tados gadijumos var izmantot alternativu pieeju (t. i., masas pieeju), kura darbojas arf tad, kad pirmas pakapes
kinétika nav novérojama, un kuras gadijuma nav javeic korekcija. St pieeja ir izklastita 3is iedalas beigas.

Augsanas atruma konstantes subtrakcijas metode korigésanai ar augSanu

Standartmetodei visus individualos datus par svaru un garumu konverté naturallogaritmos un atseviski apstrad-
grupam un kontrolgrupam In(svars) vai In(1/svars) grafiski att€lo pret laiku (diena). Vienu un to pasu procesu
atseviski veic ar uzpems$anas un izvadiSanas fazu datiem. Korigesana ar augsanas izraisitu atskaidijumu, lai
iegiitu augSanas atruma konstanti (k)), parasti vislabak izmantot visa pétijuma datus par svaru, bet statistiski
butiskas atskiribas starp uznemsanas “fazei un izvadisanas fazei atvasinatajam augsanas atruma konstantém var
liecinat, ka jaizmanto izvadisanas fazes atruma konstante. Jebkadu ar apstradi saistitu ietekmi var parbaudit,
izmantojot Gidensekspozicijas pétijumu testgrupu un kontrolgrupu kopéjos augsanas atrumus.

() Jasaprot, ka k2 apléses mainigums bioakumulacijas modeli netiek pienacigi izmantots, ja ta tiek biitiba uzskatita par nemainigu, veicot
k1 pielagosanu secigas piemérotibas metodé. Lidz ar to vienlaicigas un secigas piemérotibas metodés iegiitais BCF mainigums biis
atskirigs.
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Katrai grupai (testgrupa(-s) un kontrolgrupas, atseviski dati, vidgjas vértibas, kas netiek iegfitas katru dienu)
linearo mazako kvadratu korelaciju In(zivs svars) attieciba pret dienu (un In(1/svars) attieciba pret dienu) visam
pétjjumam, uzpems$anas un izvadiSanas fazém, aprékina, izmantojot statistiskas standartprocediras. Liniju
stavuma dispersijas aprékina un izmanto, lai izvértétu stavuma atskiribu (augSanas atruma konstantes) statistisko
nozimibu (p = 0,05), izmantojot Stjudenta t-testu (vai, ja testé vairak neka vienu koncentraciju, ANOVA). Lai
izdaritu korekciju ar aug8anu, parasti vislabak izmantot datus par svaru. Tapat apstradati dati par garumu var
noderét, lai attieciba uz apstrades radito ietekmi salidzinatu kontrolgrupas un testgrupas. Ja svara datu analizé
statistiski nozimigas atskiribas nav vérojamas, testa un kontroles datus var apkopot un pétijjuma kopégjo zivs
augsanas atruma konstanti (k) var aprékinat ka kopgjo linearas korelacijas stavumu. Ja tiek noverotas statistiski
nozimigas atskiribas, augSanas atruma konstantes katrai zivju grupai un/vai pétjjuma fazei norada atseviski. Péc
tam atruma konstanti no katras apstradatas grupas izmanto, lai attiecigaja grupa veiktu korekciju ar augsanas
izraisitu atSkaidijjumu. Ja starp uzpemsanas un izvadiSanas fazu atruma konstantém tiek pamanitas statistiskas
atskiribas, jaizmanto no izvadiSanas fazes iegutas atruma konstantes.

Aprékinato augSanas atruma konstanti (k, izteikta ka diena') var atpemt no kopgjas izvadiSanas atruma
konstantes (k,), lai iegfitu izvadiSanas atruma konstanti k,,.

ky, =k, —k [Vienadojums A5.27.]

Uznemsanas atruma konstanti dala ar augsanas korigétu izvadiSanas atruma konstanti, lai iegfitu ar augSanu
korigétu kinétisko BCF, ko apzimé ka BCFy, (vai BMF).

BCFy, = ki [Vienadojums A5.28.]

~

Ar baribu saistitam pétfjumam iegiitu augSanas atruma konstanti izmanto vienadojuma A7.5., lai aprékinatu ar
augsanu korigétu BMF,, (sal. ar 7. papildinajumu).

o6 =¥

Uz masu balstita augSanas korigéSanas metode

Iepriek$ noraditas “augSanas atruma konstantes subtrakcijas metodes” alternativu, saskana ar kuru nav jakorige
augSanas atrums, var izmantot, ka noradits turpmak. Tas princips ir izmantot uz masu balstitus izvadiSanas
datus no veselas zivs, nevis pamatojoties uz koncentraciju.

Izvadisanas fazes audu koncentracijas (testéjamas vielas masa/zivs vienibas masa) konverté testéjamas vielas/zivs
masa: tabulas veida (pieméram, izmantojot izklajlapu datora) saskano koncentracijas un individualos zivju
svarus un katru koncentraciju sareizina ar kopgjo zivju svaru, lai mérijuma visiem izvadiSanas fazes paraugiem
tiktu egiits test&jamas vielas/zivs masas kopums.

Grafiski attelo rezultata iegiito vielas masas datu naturallogaritmu attieciba pret eksperimenta laiku (izvadisanas
faze), ka tas parasti tiktu darits.

Attieciba uz tdensekspozicijas metodi regulari ieglist uznemsanas atruma konstanti (sk. 4. un 6. sadalu), janem
véra, ka liknes pielagosanas vienadojumos jaizmanto “normala” k, vértiba attieciba uz k,) un no ieprieks
noraditajiem datiem ieglist izvadiSanas atruma konstanti. Ta ka rezultata iegiito izvadiSanas atruma konstantes
vértibu augsana neietekmé, jo t tika iegiita, pamatojoties uz veselas zivs masu, ta janorada ka k,,, nevis k,.
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8. LIPIDU NORMALIZACIJA LIDZ LIPIDSATURAM 5 % (VIENIGI UDENSEKSPOZICIJAS METODEI)

No tidensekspozicijas testiem iegati BCF (kinétiski un lidzsvara) ari janorada parskata attieciba uz nokluséto zivs
lipidsaturu no 5 % slapjsvara, ja vien nav iesp&ams apliecinat, ka testéjama viela neakumulgjas primari lipidos
(pieméram, dazas perfluorétas vielas var saistities ar olbaltumvielam). Dati par koncentraciju zivju organisma jeb
BCF jakonvert€, pamatojoties uz slapjsvara lipidsaturu 5 %. Ja vielas koncentraciju un lipidsatura mériSanai visos
paraugo$anas punktos tika izmantotas vienas un tas paas zivis, tad katra individuali izmérita koncentracija zivs
organisma jakorigé péc attiecigas zivs lipidsatura.

0,05
Cp=="C

[Vienadojums A5.29.]

kur

Cy = ar lipidiem normalizéta koncentracija zivi (mg kg slapjsvara)
L = lipidu frakcija (uz slapjsvara bazes)

G = test€jamas vielas koncentracija zivi (mg kg™ slapjsvara)

Ja lipidu analize netika veikta visam paraugotajam zivim, vidgjo lipidu vértibu izmanto, lai normalizétu BCF.
Attieciba uz lidzsvara BCF jaizmanto vidéja vértiba, kas apstradgrupa registréta uznemsanas fazes beigas. Lai
normalizétu kinétisko BCF, var bat gadijumi, kad ir pielaujama citada pieeja, pieméram, ja uzpemsanas vai
izvadiSanas fazé ievérojami mainijies lipidsaturs. Tomér jebkura gadijuma regulari jaizmanto tada barosanas
intensitate, kas samazina krasas lipidsatura parmainas.

BCF = OL& . BCF 4 [Vienadojums A5.30.]

kur

BCF,, = ar lipidiem normalizéts kinétiskais BCF (L kg™

=
|

= videja lipidu frakcija (pamatojoties uz slapjsvaru)

BCF, = kinétiskais BCF (L kg™)
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6. papildinajums

UDENSEKSPOZICIJAS TESTA VIENADOJUMI: MINIMIZETS TESTA PLANS

Sis pieejas pamatojums ir tads, ka biokoncentrésanas koeficientu pilna testa var noteikt ka lidzsvara biokoncen-
trésanas koeficientu (BCF), aprékinot testgjamas vielas koncentracijas koeficienta attiecibu zivs audos pret
testéjamas vielas koncentraciju Gideni vai aprékinot kinétisko biokoncentrésanas koeficientu (BCF,) ka uzpemsanas
atruma konstantes k, attiecibu pret izvadi§anas atruma konstanti k,. BCF, ir derigs pat tad, ja uznemsanas laika nav
panakta vielas stacionaras fazes koncentracija, ja uznemsana un izvadiSana nenotiek apmeéram saskana ar pirmas
pakapes kinétiskajiem procesiem.

Ja vielas koncentraciju audos (C;;) méra, kad ekspozicija beigusies (t,), un koncentraciju audos (C;,) vélreiz méra péc
tam, kad ir beidzies laika periods (t,), izvadiSanas atruma konstanti (k,) var aplést, izmantojot 5. papildinajuma
noradito vienadojumu A5.22.

Péc tam var algebriski noteikt uznemsanas atruma konstanti k,, izmantojot 5. papildinajuma noradito vienadojumu
A5.23. (kur C; ir vienads ar C; un t ir vienads ar t,) (1). Lidz ar to kinétiskas biokoncentréSanas koeficients
minimizétaja plana (apzimé ar BCF,,, lai to atskirtu no kinétiskajiem biokoncentré$anas koeficientiem, kas noteikti,
izmantojot citas metodes) ir $ads:

~

1 [Vienadojums A6.1.]

2

BCF gy =

~

Koncentracijas vai rezultati jakorigé saskana ar augSanas izraisitu at$kaidijjumu un, ka aprakstits 5. papildinajuma,
janormalizé péc zivs lipidsatura 5 %.

Minimizétais BCF ir uznemsanas fazes beigas aprékinatais BCF, pienemot, ka ir sasniegta stacionara faze. Par to
var izdarit vienigi pienémumu, jo ar paraugosanas punktu skaitu nepietiek, lai to pieraditu.

C — min. V _d j A62
minimizétais BCFgs = % [Vienadojums ]
w — minSS

Kur
_ . . _ s~ " . _1 .
Ceimss = koncentracija zivs organisma pie piepemtas stacionaras fazes uzpemsanas beigas (mg kg slapjsvara).

C = koncentracija ideni pie pienemtas stacionaras fazes uznemsanas beigas (mg [).

w-minSS
LITERATURAS SARAKSTS
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7. papildinajums
VIENADOJUMI BARIBEKSPOZICIJAS TESTAM

1. Piemeérotas komercialas zivju baribas sastavdalu daudzuma

N

. Baribas papildinasanas panémienu piemeéri

3. Asimilacijas efektivitates un biomagnifikacijas koeficienta aprékinasana

N

. Lipidu korekcija

5. Atskiribu izvértéjums starp merito nulles laika koncentraciju (CO,m) un iegiito nulles laika koncentraciju (CO,d)

6. Noradijumi attieciba uz loti strauji izvaditam testéjamam vielam

1. PIEMEROTAS KOMERCIALAS ZIVJU BARIBAS SASTAVDALU DAUDZUMA PIEMERS

Galvena sastavdala zivju milti
Kopproteins <550%
Koptauki <15,0% ()
Jélskiedra 22,0%
Mitrums 212 %
Pelni >8%

(") Dazos regionos var bit iespéjams ieghit vienigi zivju baribu ar lipidu koncentraciju, kas ir parak zema salidzinajuma ar o
augs€jo robezu. Tados gadijumos pétijumi javeic ar zemako lipidu koncentraciju piegadataja bariba un attiecigi japielago
barosanas intensitate, lai saglabatu zivju veselibu. Lipidus bariba nedrikst maksligi pavairot, pievienojot papildu e]lu.

2. BARIBAS PAPILDINASANAS PANEMIENU PIEMERI

Vispariga informacija

Kontrolem paredzéta bariba jasagatavo tie$i tada pasa veida ka papildinata bariba, bet nepievienojot testéjamo
vielu.

Lai parbauditu apstradatas baribas koncentraciju, ar piemérotu ekstrahéSanas metodi jaekstrahé tris dozétas
baribas paraugi un ekstraktos jaizméra testéjamas vielas koncentracija vai radioaktivitate. Japierada augsta
analitiska atg@istamiba (> 85 %) ar zemu mainibu starp paraugiem (testa sikuma npemtajai vielai tris paraugu
koncentracijas nedrikst mainities par vairak neka = 15 % no vidéja lieluma).

Ar baribu saistita testa laikd 0. diena un uznemsanas fazes beigas jasavac tris baribas paraugi, lai noteiktu
testéjamas vielas saturu bariba.
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Zivju baribas sagatavosana ar $kidru testéjamo materialu (neatSkaidita veida)

Apstradatajai zivju baribai nosaka nominalu testéjamo mérkkoncentraciju, pieméram, 500 pg testéjamas vielas/g
partikas. Atbilsto§o neatskaiditas testéjamas vielas daudzumu (ar molmasu vai Ipatnéjo radioaktivitati) pievieno
zinamajai zivju baribas masai stikla burka vai rotacijas ietvaicétaja apalkolba. Zivju baribas masai visa
uzpems$anas fazé jabht pietiekamai (pemot véra nepiecieSamibu zivju augSanas de] katra baroSanas reizé
palielinat apjomus). Zivs baribajtestéjama viela jajauc visu nakti, léni maisot (pieméram, izmantojot roto-rack tipa
maisitaju vai rotaciju, ja tiek izmantota rotacijas ietvaicétaja apalkolba). Papildinata bariba jaglaba apstak]os, kas
nemaina testéjamas vielas stabilitati baribas maisjjuma (pieméram, dzesé$ana) lidz tas izmantoSanai.

Zivju baribas sagatavoSana, izmantojot kukuriizas vai zivju ellas neséj

Cietas testéjamas vielas piesta jasasmalcina smalka pulveri. Skidras testéjamas vielas var tiesi pievienot kukuriizai
vai zivju ellai. Testéjamas vielas iz$kidina zinama daudzuma kukurfizas vai zivju ellas (pieméram, 5-15 ml).
Dozéto ellu kvantitativa veida parvieto atbilstosa izméra rotacijas ietvaicétaja apalkolba. Dozétas ellas sagata-
voSanai izmantota kolba jaizskalo ar diviem nelieliem ellas alikvotiem, un tos pievieno apalkolbai, lai parlie-
cinatos, ka ir parvietota visa iz8kidinata testejama viela. Lai nodrosinatu ellas pilnigu izskiSanu/dispergésanu (vai
ja pétijuma izmanto vairak neka vienu testéjamo vielu), pievieno mikromaisitaju, kolbu aizkorké un maisjjumu
strauji maisa visu nakti. TestéSanas nolikam apalkolba pievieno pienacigu daudzumu zivju baribas (parasti
granulu veida), un apalkolbas saturu viendabigi samaisa, nepartraukti grozot stikla kolbu vismaz 30 mindtes,
bet vélams visu nakti. Péc tam papildinato partiku attiecigi glaba (pieméram, dzesétava), lai bariba nodrosinatu
testéjamas vielas stabilitati lidz tas izmantosanai.

Zivju baribas sagatavoSana, izmantojot organisku skidinataju

Pienacigu daudzumu test§jamas vielas (ar molmasu vai specifisku radioaktivitati), ar ko pietiek, lai iegatu
meérkdevu, izskidina atbilsto$a organiskaja $kidinataja (pieméram, cikloheksana vai acetona; 10-40 ml, bet
vajadzibas gadijuma lielaka tilpuma, atkariba no papildinamas baribas daudzuma). Alikvotu vai visu (attieciba uz
pievienoto devu) 3o Skidumu sajauc ar atbilstosu masu zivju baribas, ar ko pietiek, lai testa panaktu vélamo
nominalo devas limeni. Baribuftestéjamo vielu var sajaukt neriso$a térauda jauksanas bloda, un svaigi
sagatavoto zivju baribu uz divam dienam atstaj bloda laboratorijas skapi (reizém apmaisot), lai lautu iztvaikot
liekajam $kidinatajam, vai samaisa rotacijas ietvaicétaja apalkolba, nodrosinot nepartrauktu rotaciju. Lieko
skidinataju var “nopist” ar gaisa striklu vai slapekli, ja nepieciesams. Jariipéjas par to, lai nodro$inatu, ka
testéjama viela péc $kidinataja novaksanas nekristalizéjas. Papildinata bariba jaglaba apstaklos (pieméram,
dzesetava), kas nemaina testéjamas vielas stabilitati baribas maisijuma lidz ta izmantosanai.

3. ASIMILACIJAS EFEKTIVITATES UN BIOMAGNIFIKACIJAS KOEFICIENTA APREKINASANA

Lai aprékinatu asimilacijas efektivitati, vispirms saskapa ar 5. papildinajuma 4. iedalu (izmantojot “secigo
metodi”, t. i, standarta linedaro regresiju) jaaplés kopégja izvadiSanas atruma konstante, izmantojot izvadiSanas
fazes parauga vidéjas koncentracijas. Barosanas atruma konstante I un uznemsanas ilgums t ir zinamie pétijjuma
parametri. Vidéja mérita testéjamas vielas koncentracija bariba C;, $aja pétjjuma ir méritais mainigais lielums.
Testgjamas vielas koncentracija zivi C,, uznemsanas fazes beigas parasti tiek ieglita no grafiski attélota
vienadojuma briva locekla In(koncentracija) pret izvadisanas dienu.
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Vielas asimilacijas efektivitati (a, testéjamas vielas absorbciju zarnas) aprékina $adi:

_ Coa-ky 1 [Vienadojums A7.1.]
S Cpmg Lme M

kur:

Coq = izvadiSanas fazes nulles laika iegfita koncentracija zivi (mg kg™');

k, = kopéja (ar augSanu nekorigéta) izvadiSanas atruma konstante (diena), kas aprékinata saskana ar 5. papildi-
najuma 3. iedala noraditajiem vienadojumiem;

I = baribas uznemsanas atruma konstante (g baribas g zivs diena™!);
Coua = koncentracija bariba (mg kg bariba);

t = barosanas perioda ilgums (diena).

Tomér $aja aprékina izmantota baroSanas intensitate I var bat japielago zivs augSanai, lai sniegtu pareizu
asimilacijas efektivitati a. Testd, kura uzpemsSanas fazé zivis aug atri (kura nav veikta baribas daudzuma
korekcija, lai saglabatu noteikto baroSanas intensitati), iegiita baroSanas intensitate, uzpemsanas fazei
progresgjot, biis zemaka par noteikto, ka rezultata tiks ieglita augstaka “patiesa” asimilacijas efektivitate.
(Piebilde: tas ir svarigi attieciba uz kopgja BMF aprékinasanu, jo I nosacijumi rezultata atce] vienadojumu A7.1.
un vienadojumu A7.4.). Vidéjo baroSanas intensitati I, kas korigéta saskana ar augSanas izraisitu atSkaidtjumu,
var iegiit vairakos veidos, bet vienkarss un precizs panémiens ir izmantot zinamu aug$anas atruma konstanti
(k,), lai uznemsanas fazes laikpunktos apléstu testa zivju svaru, t. i.:

Wi(t) = Wy x s [Vienadojums A7.2.]

kur

Wi(t) = vidgjais zivs svars uzpemsanas diena ¢

Wy, = vidgjais zivs svars eksperimenta diena

Tada veida (vismaz) var aplést vidgjo zivs svaru pédéja ekspozicijas diend (Wi,gofupu)- 12 k@ barosanas
intensitate bija balstita uz Wy, rezultata iegiito baroSanas intensitati katrai uznemsanas dienai var aprékinat,
izmantojot $is divas svara vértibas. Ar augSanu korigéto barosanas intensitati I, (g baribas g zivju diena!), ko
straujas augsanas gadijumos uznemsanas fazes laika var izmantot I vieta, var aprékinat $adi:

I x Wiy [Vienadojums A7.3.]

w fuznemsanas fazes beigas

I,

Lidzko ir iegiita asimilacijas efektivitate, BMF var aprékinat, to sareizinot ar baroanas intensitates konstanti I
(vai I, ja to izmanto, lai aprékinatu a) un produktu sadalot ar kopgjo izvadiSanas atruma konstanti k,:

I X a [Vienadojums A7.4.]

Tada pasa veida jaaprékina ari ar augSanu korigetais biomagnifikacijas koeficients, izmantojot ar augSanu
korigéto izvadiSanas atruma konstanti (kas iegiita saskana ar 5. papildingjuma 7. iedalu). Vélreiz — ja I, tika
izmantots, lai aprekinatu a, tas biitu ar jaizmanto Seit, nevis I:

BMF = Ik><_a [Vienadojums A7.5.]
2
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kur:
a = asimilacijas efektivitate (testéjamas vielas absorbcija zarnas);

k, = kopégja (ar augSanu nekorigéta) izvadiSanas atruma konstante (diena), kas aprékinata saskana ar 5. papildi-
najuma 3. iedala noraditajiem vienadojumiem;

k,, = ar augSanu korigeéta izvadiSanas atruma konstante (diena™!);

I = baribas uzpemsanas atruma konstante (g baribas g zivs diena™');

Ar aug8anu korigétu pussabruk3anas periodu (t,,) aprékina 3adi.

~ 0,693 [Vienadojums A7.6.]

Vielas asimilacijas efektivitati bariba var aprekinat, ja uznemsanas fazes linearaja posma (starp 1. un 3. dienu) ir
konstatétas audu atliekas. Tada gadijuma vielas asimilacijas efektivitati (a) var noteikt $adi:

~ Cum(t) [Vienadojums A7.7.]
_I X Cbaﬁbui Xt

Kur

Cum(t) = testéjamas vielas koncentracija zivs organisma laika t (mg kg slapjsvara).

. KOREKCIJA AR LIPIDIEM

Ja visos paraugo$anas intervalos lipidsaturs mérits tai pasai zivij, kurai izdarita kimiska analize, lai iegtitu C;4 un
k, individualas koncentracijas jakorigé uz lipidu bazes un ar grafiski attelotu In (ar lipidiem korigéta koncen-
tracija) attieciba pret izvadiSanu (dienu). Péc tam var aprékinat asimilacijas efektivitati (vienadojums A7.1.),
pamatojoties uz lipidu bazi, izmantojot C, . uz lipidu bazi (t. i., ., sareizina ar vidéjo baribas lipidu
frakciju). Ar turpmaku aprékinu, izmantojot vienadojumu A7.4. un vienadojumu A7.5., tie$a veida ieglist ar
lipidiem korigétu (un atbilstigi augSanas izraisitam atskaidjjumam korigétu) BMF.

Pretéja gadijuma vidgjo lipidu frakciju (masas) zivs organisma un bariba iegiist gan no apstradgrupas, gan
kontrolgrupam (baribai un kontrolgrupas zivim — parasti no datiem, kas mériti ekspozicijas sakuma un beigas;
apstradgrupas zivim — parasti no datiem, kas meriti tikai ekspozicijas beigas). Dazos pétjjumos zivju lipidsaturs
var ievérojami palielinaties; tados gadijumos ir pienacigi izmantot testa zivju lipidu vidéjo koncentraciju, kas
aprékinata no ekspozicijas beigas un izvadiSanas beigas izméritajam vértibam. Parasti dati no apstradgrupas
jaizmanto vienigi tam, lai iegiitu abas lipidu frakcijas.

Lipidu korekcijas koeficientu (L) aprékina 3adi:

L. — L zin [Vienadojums A7.8.]
=

L bariba
kur L, ; un L, . ir attiecigi vid&jas lipidu frakcijas zivi un bariba.
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Lipidu korekcijas koeficientu izmanto, lai aprékinatu ar lipidiem korigétu biomagnifikacijas koeficientu (BMF,):

BMF, — BMF [Vienadojums A7.9.]

5. ATSKIRIBU IZVERTEJUMS STARP MERITO NULLES LAIKA KONCENTRACIU (C,,) UN IEGOTO NULLES LAIKA KONCEN-
TRACU (Cy )

Meérita nulles laika koncentracija (C,,,) jasalidzina ar iegiito nulles laika koncentraciju (C, ). Ja tas ir loti lidzigas,
tick pamatots izvadiSanas parametru iegti$anai izmantotais pirmas pakapes modelis.

Dazos pétfjumos var biit ievérojama atskiriba starp iegiito nulles laika vértibu Cy; un mérito nulles laika vidgjo
koncentraciju C,,, (sk. §is testéSanas metodes 159. punkta pédgjo ievilkumu). Ja Cy, ir daudz mazaks par C,
(Cog << Gy, 8 atskmba var noradit, ka zarnas atrodas nesagremota papildinata bariba. Ja uznemsanas fazes
beigas ir pemti un glabatl papildu (veselas zivs) paraugi, to var parbaudit eksperimenta, atsev1sl,<1 analizgjot
izgrieztas zarnas. Pretéja gadijuma, ja izvadiSanas fazes linearajai regresijai piemérotais statistiski derigais
izlécosas vertibas tests norada, ka pirmais izvadiSanas parauga punkts ir kltdaini palielinats, var bat lietderigi
veikt linearo regresiju, lai iegiitu k,, bet izlaizot pirmo koncentracijas izvadiSanas punktu. Tados gadijumos, ja
neskaidriba linearaja regresija tiek ievérojami samazinata un ir skaidrs, ka tika ievérota apméram pirmas pakapes
izvadisanas kinétika, asimilacijas efektivitates aprékinasana var biit atbilsto$i izmantot rezultata iegiitas C, 4 un k,
veértibas. Tas pilniba japamato parskata. Vél ir iesp&ams, ka izvadiSanas fazé darbojas kinétika, kas nav pirmas
pakapes kinétika. Ja tas ir iesp&ams (t. i., novérojams, ka naturallogaritma transformétie dati salidzinajuma ar
taisnas Iinijas linearas regresijas grafiku drizak atbilst liknei), k, un Cy4 aprékini, visticamak, nebiis derigi un
jaludz biostatistikas specialista padoms.

Ja C oq it daudz lielaks par izmérito vertibu (C,4 >> C, ), tas var liecinat par sekojoso: viela loti atri tika izvadita
(t. i, paraugoSanas punkti izvadiSanas fazé 10‘[1 atri sasniedza analitiskis metodes kvantitativas noteiksanas
robeiu; sal. talak ar 6. iedalu); bija novirze no pirmas pakapes izvadiSanas kinétikas; linearajai regresijai, ar ko
iegiist k, un C,, piemit trikumi; vai pétijuma dazos paraugosanas punktos radas problema ar méritajam
koncentracijam. Tados gadjjumos riipigi jaizpéta linearas regresijas grafiks attieciba uz pieradijumiem par
paraugiem, kuri atrodas uz kvantitativas noteikSanas robezas vai tuvu tai, attieciba uz izlecosajam vértibam un
acimredzamu izliekumu (kas liecina par kinétiku, kas nav pirmas pakapes kinétika), un tas janorada parskata.
Jaapraksta un japamato visi nakamie veértibu uzlaboSanai veiktie linearas regresijas atkartotie izvértéjumi. Ja tiek
novérota biitiska novirze no pirmas pakapes kinétikas, k, un C,, aprékini, visticamak, nebas derigi, un jalidz
biostatistikas specialista padoms.

6. NORADIJUMI ATTIECIBA UZ LOTI STRAUJI IZVADITAM TESTEJAMAM VIELAM

Ka apsvérts testéSanas metodes 129. punkid, dazas vielas var tikt izvaditas tik atri, ka nav iesp&ams iegit
ticamu nulles laika koncentraciju Cy, un k,, jo paraugos loti agrina izvadiSanas fazé (t. i., no otrds izvadiSanas
parauga un turpmak) viela vairs netick marita (kvantitativas noteiksanas robezds zinotas koncentracijas). Sada
situacija tika novérota, veicot starplaboratoriju salidzina$anu $is metodes pamato$anai attieciba uz benzo[a]
pirénu, un ta tika dokumentéta metodes validacijas parskata. Tados gadjjumos nav iesp&ams veikt ticamu
linearo regresiju un, visticamak, tiks sniegta nereali augsta Coa aplése, rezultata radot acimredzamu asimilacijas
efektivitati, kas ir daudz lielaka par 1. Sados gadfjumos ir iespgjams aprekinat konservativu k, aplési un
“augstako pielaujamo” BMF.
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[zmantojot $os izvadiSanas fazes datu punktus, kuros tika mérita koncentracija, lidz pat un ietverot pirmo
“nedetektéto” koncentraciju (uz kvantitativas noteikSanas robezas noteikta koncentracija), linedra regresija
(izmantojot naturallogaritma transformétus koncentracijas datus attiectba pret laiku) tiks iegfita k, aplése. Sados
gadjjumos tas varétu iesaistit vienigi divus datu punktus (pieméram, izvadiSanas fazes 1. un 2. paraugoSanas
diena), un péc tam k, var aprékinat, izmantojot 5. papildinajuma noradito vienadojumu A5.22. So k, aplési var
izmantot, lai aplestu asimilacijas efektivitati saskana ar vienadojumu A7.1., vértibu C,, vienadojuma aizstajot ar
izmérito nulles laika koncentraciju (C,,) gadijumos, kad apléstais C,, ir viennozimigi daudz lielaks par to, ko
varétu sasniegt Saja testd. Ja C,. nebija izmérams, zivs audiem jiizmanto noteikSanas robeza. Ja daZos
gadjjumos iegiita vertiba ir a > 1, pienem, ka asimilacijas efektivitate “sliktakaja gadfjuma” ir 1.

Péc tam var aplést maksimalo BMF,, izmantojot vienadojumu A7.4., un tas janorada ka “daudz mazaks par”
(<<) vértibu. Piemeéram, pétijuma, kas tiek veikts ar 3 % barosanas intensitati un kur izvadiSanas pussabruk$anas
periods neparsniedz 3 dienas, un “sliktakaja gadijuma” a ir 1, BMF,, visticamak, biis zemaks par apméram 0,13.
Nemot veéra $is apleses noliku un faktu, ka vértibas biis konservativas, tas jakorigé ar augsanas izraisitu

atskaidijumu vai zivs un baribas lipidsaturu.
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8. papildinajums
PIEEJAS ORIENTEJOSU BCF APLESANAI NO DATIEM, KAS IEGUTI BARIBEKSPOZICIJAS PETJUMA

Ar baribu saistita metode $aja testéSanas metodé ieklauta attieciba uz tadu vielu bioakumulacijas testéSanu, kuras
praksé nav iesp&jams testét, izmantojot fidensekspozicijas metodi. Ar Gidensekspozicijas metodi iegiistams biokon-
centréSanas koeficients, savukart ar baribas metodi tie$i iegiistama informacija par barosanas biomagnifikacijas
potencialu. Daudzos kimikalijas dro§uma reZzimos jaieklauj informacija par tdenisko biologisko koncentréanos
(pieméram, riska noveértéjuma un klasificéSanas visparéji saskanotaja sistéma). Tadé] ir vajadziba, izmantojot ar
baribu saistitaja pétijjuma iegiitos datus, aplést tadu biokoncentréSanas koeficientu, kas ir salidzinams ar koeficientu,
ko iegiitu testos, kuri veikti saskana ar tidensekspozicijas metodi (). Saja iedala apliikots, ar kaidim pieejam to var
panakt, vienlaicigi apzinoties $im aplésém raksturigos trikumus.

Uzturpétijuma méra izvadiSanu, lai ieglitu izvadiSanas atruma konstanti k,. Ja no datiem, kas pieejami par situaciju,
kur zivs testéjamai vielai eksponéta ar Gideni, iesp&jams aplést uznemsanas atruma konstanti, ir iesp&ams aplést
kinétisko BCF.

Aplése, kura noskaidro uznemsanas atruma konstanti gadijumos, kad organisms testéjamajai vielai tiek eksponéts
tdens cela, balstas uz daudziem piepémumiem, kas visi vairo ar aplési saistito nenoteiktibu. Turklat $ada BCF
aplésanas pieeja tiek pienemts, ka kopgjais izvadiSanas atrums (tostarp tadi sekméjosi faktori ka sadalijums
organisma un atseviski izvadiSanas procesi) ir atkarigs no ta, ar kadu ekspozicijas panémienu panakta testgjamas
vielas uznemsana organisma.

Aplesanas pieejai raksturigos galvenos pienémumus var apkopot, ka noradits turpmak.

IzvadiSana, kas notiek péc uznemsanas caur baribu, ir tada pati ka izvadiSana péc Gdensekspozicijas attiecigajai
vielai.

Uzpemsana no tidens norit saskana ar pirmas pakapes kinétiku.

Atkariba no uzpemsanas apléSanai izmantotas metodes:

— uznem§ana var korelét ar zivs svaru vien,

— uznemsana var korelét ar vielas oktanola—-tidens sadalijuma koeficientu vien,

— uznems$ana var korelét, apvienojot zivs svaru un vielas oktanola-tidens sadalijuma koeficientu,

— faktoriem, kas var praktiski ietekmét uznemsanu tdensekspozicijas pétijuma, pieméram, vielas biologiskajai
pieejamibai, adsorbcijai uz aprikojuma, molekularajam izméram utt. ietekme ir maza

— un svarigi, lai

uzpem$anas apléSanas metodes izstradé izmantota datu baze (“apmacibas kopa”) ir attiecigajai vielai pienacigi
reprezentativa.

Pieejamaja literatfira vairakas publikacijas noraditi vienadojumi, kas uzpemsanu zivi no Gidens caur Zaunam izsaka
péc oktanola—tidens sadalijuma koeficienta, zivs svara (1) (2) (3) (4), tilpuma un/vai lipidsatura, izsiksanas/difazijas
caur membranu (5) (6), zivs ventilacijas tilpuma (7) un uz gaistamibas/masas bilances pieejas (8) (9) (10). Saja
sakara tadas metodes detalizéti novérté Crookes & Brooke (11). Barber (12) sava publikacija modelé bioakumulaciju,
kura uzpemsana notiek ar baribu, un ta ir lietderiga arT Saja sakariba, jo ietver informaciju no uznemsanas atruma
modeliem, kuros uznemsana notiek caur zaunam. Sim aspektam bija veltita ari iedala 2004. gada ar baribu saistita
protokola pamatojuma dokumenta (13).

(") Daba cels, kurs iidensvidé radis vislielako eksponétibu stipri hidrofobam vielam, visticamak, ir uznemsana ar baribu, lidz ar to BCF aplése
ne vienmeér atspogulo tadas vielas bioakumulacijas potencialu.
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Vairums $o modelu, liekas, ir izstradati, izmantojot ierobeZotas datu bazes. Liekas, ka gadjjumos, kad pieejama
informacija par modela izveidé izmantoto datu bazi, biezi vien izmantotas struktiiras vai klases zina lidzigas vielas
(funkcionalitates zina, pieméram, hlororganiski savienojumi). Tas palielina nenoteiktibu, kas saistita ar modela
izmantosanu, lai prognozétu uzpemsanas atruma konstanti cita veida vielai, papildus testam specifiskiem
apsverumiem, pieméram, sugai, temperatiirai utt.

Pieejamo panémienu parskata (11) tiek uzsvérts, ka neviena atseviska metode nav “pareizaka” par citam. Tade]
modela izraudzi$anas skaidri japamato. Ja ir pieejamas vairakas metodes, kuru izmantosana ir pamatojama, var biit
vélami sniegt vairakas k, (un lidz ar to — BCF) apléses vai k, vértibu (un BCF) diapazonus, kas iegiiti ar vairakam
uzpemsanas apléSanas metodém. Tomér, nemot veéra atskiribas starp modelu veidiem un to izstradé izmantotajam
datu kopam, nemt vidéjo vértibu no dazados veidos iegiitam aplésém nebitu lietderigi.

Dazi pétnieki ir postuléjusi, ka, lai $o aplési pieskanotu Gidensekspozicijas petijumu rezultatiem, $ada veida BCF
aplésém jakorigé biopieejamiba ta, lai bitu nemtu véra vielas adsorbéSanas uz izskidusa organiska oglekla (DOC)
tdensekspozicijas apstaklos (pieméram, (13) (14)). Tacu $§1 korekcija var nebfit piemérota, pemot véra, cik zems
DOC limenis nepiecieSams, lai tidensekspozicijas pétijuma apléstu “sliktako gadijumu” (t. i, biologiski pieejamas
vielas attiecibu pret $kiduma merito vielu). Stipri hidrofobam vielam uznemsanu caur Zaunam var ierobeZot pasivas
diftizijas atrums pie Zaunas virsmas; $aja gadijuma ir iespjams, ka korekcija varétu nemt véra So efektu, nevis to,
kam ta paredzéta.

Ja vielu testé saskana ar Seit aprakstito baribas pétijumu (t. i. log Ky, zivs svars), ieteicams koncentréties uz
metodém, kuram nepiecie$ama tada informacija, kurai vajadzigie dati attieciba uz testétajam vielam jau ir pieejami.
Var izmantot citas metodes, kuram nepiecie$ama sarezgitaka informacija, bet tad testa var bat javeic papildu
mérfjumi vai var bat nepiecieSamas sikas zinaSanas par test€jamo vielu vai zivs sugu, kas var nebat plasi pieejamas.
Turklat modela izraudziSanos var ietekmét validacijas limenis un pielietojamibas joma (parskatu par dazadam
metodém un to salidzinajumu sk. (11)).

Japatur prata, ka iegiitajai k, aplései un BCF aplései piemit liela nenoteiktiba un ka, lai iegfitu vispar&ju prieksstatu
par vielas bioakumulacijas potencialu, tas kopa ar iegiitajiem BMF un vielas parametriem (pieméram, molekularo
izméru) var biit nepieciesams izsvért saskana ar pieradijumu nozimiguma pieeju. So parametru interpretésana un
izmantosana var bat atkariga no tiesiska regulgjuma.
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(17) pielikuma C dala C.20. nodalu aizst3j ar $adu:

“C.20. Daphnia magna vairo$anas tests

IEVADS

Si testéSanas metode (TM) ir ekvivalenta ESAO testéSanas vadlinijai (TG) Nr. 211 (2012). ESAO testéSanas vadlinijas
tiek periodiski parskatitas, nemot véra zinatnes attistibu. Vairo$anas teta testéSanas vadlinijja Nr. 211 ir no
Testésanas vadlinijas Nr. 202 II dalas “Daphnia sp. reproduction test” (1984). Ir visparatzits, ka dati no testiem, kas
veikti saskana ar TG 202, var bt mainigi. Rezultata liclas piles tika veltitas tam, lai identificétu $2 mainiguma
iemeslus ar mérki izstradat labaku testéSanas metodi. TestéSanas vadlinija Nr. 211 balstas uz So pétniecisko darbibu
un 1992. gada (1), 1994. gada (2) un 2008. gada (3) veiktu starplaboratoriju salidzinasanas un validacijas pétjjumu
rezultatiem.

Galvenas atskiribas starp vairoSanas testa testéSanas vadlinijas sakotnéjo versiju (TG 202, 1984) un otro versiju (TG
211, 1998) ir sadas:

— ieteicama izmantojama suga ir Daphnia magna;

— testa ilgums ir 21 diena;

— pusstatiskos testos katra test§jamaja koncentracija izmantojamo dzivnieku skaits ir samazinats no vismaz
40 dzivniekiem, kuri, vélams, sadaliti Cetras grupas pa 10 dzivniekiem katra grupa, lidz vismaz 10 dzivniekiem,
kas tiek turéti atseviski (kaut ari caurpliddes testos var izmantot dazadus planus);
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— ir izveidoti konkrétaki ieteikumi attieciba uz testa barotni un baro$anas apstakliem.

— Galvenas atskiribas starp vairoanas testa testé$anas vadlinijas otro versiju (TG 211, 1998) un $o versiju ir $adas:

— ir pievienots 7. papildindjums, lai vajadzibas gadjjumam izskaidrotu jaundzimu$o dzimuma identifice$anas
procediiru. lepriekséjam $is testéSanas metodes versijam dzimumu attieciba ir fakultativs beigupunkts;

— testa kritérijs attieciba uz radito dzivo pécnacéju skaitu uz vienu dzivu vecaku ir papildinats ar papildu testa
kritériju attieciba uz Daphnia vairoSanos, t. i, testa beigas radito dzivo pécnacgju kopéjo skaitu uz vienu
Daphnia vecaku testa sakuma, no analizes izslédzot vecaku nejauSu unfvai neti$u mirstibu. Pievienota testa
kritérija mérkis ir So testa kritériju pielidzinat citam bezmugurkaulnieku vairo$anas testéSanas metodém. Turklat
attieciba uz $o testa kritériju $aja testéSanas metodé ir iesp&jams likvidét kladas avotu, proti, ietekmi, ko rada
vecaku nejausa un/vai neti§a mirstiba, ja ta radusies ekspozicijas perioda laika;

— gan ECx (pieméram, EC10 vai EC50), gan NOEC/LOEC pieeja ir ieklauti papildu statistiskie noradijumi attieciba
uz testa planu un rezultatu apstradi;

— ir ieviests robeZtests.

Izmantotas definicijas ir sniegtas 1. papildinajuma.

TESTA PRINCIPS

Testa galvenais mérkis ir novértét kimikaliju ietekmi uz Daphnia magna vairoSanas iznakumu. Saja sakariba jaunas
Daphnia matites (vecakus), kas testa sakuma ir jaunakas par 24 stundam, eksponé testéjamai kimikalijai, kas
pievienota tidenim koncentraciju diapazona. Testa ilgums ir 21 diena. Testa beigas novérté radito dzivo pécnacéju
kopgjo skaitu. Vecaku vairo$anas iznakumu var izteikt citadi (pieméram, ki dzivo pécnacgju skaitu, kas radusies uz
vienu dzivnieku diena, sakot no pirmas dienas, kad ir novérots, ka radies pécnacgjs), bet tie butu parskata
jaatspogulo papildus testa beigas radusos dzivo pécteCu kopskaitam. Ta ka pusstatiskajam testam, salidzinot ar
citam bezmugurkaulnieku vairo$anas testéSanas metodém, ir ipaSa struktiira, ir ari iesp&ams noteikt dzivo
pécnacéju skaitu, ko radijis katrs no vecakiem atseviski. Atskiriba no citam bezmugurkaulnieku vairo$anas
testéSanas metodém 31 metode dod iesp&ju no datu noveértéjuma izslégt raditos pécnacéjus, ja to vecaki testa laika
nejausi un/vai neti$i nomirst. Tadgjadi, ja eksponétajos replikatos novérojama vecaku mirstiba, jaapsver, vai mirstiba
atbilst devas-atbildreakcijas modelim, pieméram, ja novérojama batiska atbildreakcijas regresija attieciba pret
testéjamas kimikalijas koncentraciju ar pozitivu liknes slipumu (§im nolikam var izmantot statistikas testu,
pieméram, Kohrana-Armitaza trenda testu). Ja mirstiba devas—atbildreakcijas modelim neatbilst, replikati, kuriem
novérojama vecaku mirstiba, no testa rezultatiem jaizslédz. Ja mirstiba atbilst devas-atbildereakcijas modelim,
vecaku mirstiba janorada parskata ka test&jamas kimikalijas ietekme un replikati no analizes nav jaizslédz. Ja vecaks
mirst test€Sanas laika, t. i, nejausi nepareizas apieSanas vai negadjjuma dé] vai netisi ar test§jamas kimikalijas
ietekmi nesaistita neizskaidrojama notikuma dél, vai, izradas par viriska dzimuma dzivnieku, replikatu no analizes
izslédz (vairak sk. 51. punkta). Test&jamas kimikalijas toksisko iedarbibu uz vairo$anos apzimé ar ECx, ar nelinearas
regresijas palidzibu datus pielagojot attiecigam modelim, lai noteiktu koncentraciju, kas attiecigi varétu izraisit x %
reproduktiva iznakuma samazinajumu, vai alternativi to apzimé ka NOEC/LOEC veértibu (4). Velams, lai testégjamas
koncentracijas ietver zemako izmantoto ietekmes koncentraciju (pieméram, EC,,), kas nozime, ka So vertibu aprekina ar interpo-
laciju, nevis ekstrapolaciju.

Ir janorada ari izdzivojusie vecaki un pirmo pécnacgju radanas laiks. Var izmeklét ari kimikalijas raditu citu veidu
ietekmi uz tadiem parametriem ka augSana (pieméram, garums) un iesp&amais populacijas pieauguma patiesais
atrums (sk. 44. punktu).
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INFORMACIJA PAR TESTEJAMO KIMIKALIJU

Rezultati no akiita toksiskuma testa (sk. $a pielikuma C.2. nodalu Daphnia sp. akiitais imobilizacijas tests), ko veic
ar Daphnia magna, var bt lietderigi, vairo$anas testos izraugoties piemérotu testéjamo koncentraciju diapazonu.
Jazina testéjamas kimikalijas $kidiba Gideni un tvaika spiediens, un jabit pieejamai uzticamai analitiskajai metodei
kimikalijas daudzuma kvantitativai noteik$anai testa $kidumos ar zinamu atgiistamibas koeficientu un noteik$anas
robeZu.

Informacija par testéjamo kimikaliju, kas var bat lietderiga, nosakot teste$anas apstaklus, ietver strukt@rformulu,
kimikalijas tiribu, stabilitati gaisma, stabilitati testa apstaklos, pKa, P, un testa rezultatus attieciba uz tilitéjo
bionoardamibu (sk. $a pielikuma C.4. nodalu (tdlitéjas bionoardamibas noteik§ana) un C.29. nodalu (tdlitéja
bionoardamiba — CO, hermétiski noslégtos traukos)).

TESTA DERIGUMS

Lai tests butu derigs, kontroles méginajuma(-os) tam jaatbilst $adiem izpildes kritérijiem:
— vecaku (Daphnia matiSu) mirstiba testa beigas neparsniedz 20 %;

— testa beigas dzivu uz vienu vecaku radusos dzivo pécnacéju vidéjais skaits ir > 60.

Piezime: tadu pasu deriguma kritériju (20 %) var izmantot, lai kontrolétu vecaku nejausu un neti§u mirstibu, ka art
katrai no testéjamam koncentracijam.

METODES APRAKSTS

Aprikojums

Testa traukiem un citam aprikojumam, kas nonak saskaré ar testa $kidumiem, jabat veidotiem pilniba no stikla vai
cita kimiski inerta materiala. Testa trauki parasti ir stikla varglazes.

Turklat nepiecieama kada no $im iekartam vai tas visas:

— oksimetrs (ar mikroelektrodu vai citu ierici, kas piemérota izskidusa skabekla mériSanai maza tilpuma
paraugos);

— piemérots temperatiiras kontroles aprikojums;
— pH metrs;
— iekarta tidens cietibas noteikSanai;

— iekarta aidens kopgja organiska oglekla koncentracijas (TOC) noteik3anai vai iekarta skabekla kimiska patérina
(COD) noteiksanai;

— piemérota iekarta apgaismojuma rezima kontrolei un gaismas intensitates mérianai.

Testa organisms

Testa izmantojama suga ir Daphnia magna Straus ().

Velams klonu identificét, nosakot genotipu. Petijuma (1) ir paradits, ka klons A (kura izcelsme ir IRCHA Francija)
(5) konsekventi atbilst deriguma kritérijam par vidgji 60 dziviem pécnacgjiem, rékinot uz vienu vecaku, ja tos
audzé $aja test€Sanas metodé aprakstitajos apstaklos. Tomér ir piepemami citi kloni, ja ir paradits, ka Daphnia
audzéSana atbilst testa deriguma kritérijiem.

() Var izmantot citas Daphnia sugas, ja tas atbilst attiecigiem deriguma kritérijiem (deriguma kritérijam, kas attiecas uz vairoSanas
iznakumu kontroles testa, jabiit raksturigam visam sugam). Ja izmanto citas Daphnia sugas, tas ir skaidri janorada un to izmantojums
japamato.
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Testu uzsakot, dzivniekiem jabht mazak neka 24 stundas veciem, un tie nedrikst bit tieSie pécnacgji no pirma
narsta. To izcelsmei jabiit no veseliga bara (t. i, tiem nav novérojamas tadas stresa pazimes ka liela mirstiba, tévinu
un efipiju klatbatne, pirma narsta aizkavéSanas, krasu zaud@usi dzivnieki utt). Bara dzivnieki jatur tados
audzé&Sanas apstaklos (gaisma, temperatiira, vide, barosana un dzivnieku skaits tilpuma vieniba), kas ir lidzigi testa
izmantojamiem apstakliem. Ja testd izmantota Daphnia barotne atSkiras no vides, ko izmanto parasta Daphnia
audzé&lana, laba prakse ir ieklaut pirmstesta aklimatizacijas posmu, kas parasti ilgst aptuveni tris nedélas (t. i., viena
paaudze), lai izvairitos no vecaku stresa.

Testa barotne

Saja testd ieteicams izmantot pilniba definétu barotni. Ta var izvairities no griiti raksturojamu piedevu (pieméram,
juraszalu, augsnes ekstrakta utt.) izmanto$anas un lidz ar to uzlabot standartizacijas iespgjas starp laboratorijam.
Sim mérkim par piemérotam tiek uzskatitas Elendt M44 (6) un M7 barotnes (sk. 2. papildindgjumu). Tomer ir
pienemamas citas barotnes (pieméram, (7) (8)) ar nosacjjumu, ka ir pieradits, ka Daphnia audzéSana atbilst testa
deriguma kritérijiem.

Ja izmanto barotni, kurd ietilpst nedefinétas piedevas, $adas piedevas skaidri janorada un test€Sanas parskata
jasniedz informacija par sastavu, jo Ipasi attieciba uz oglekla saturu, jo tas var dot ieguldijumu paredzétaja bariba.
Ir ieteicams noteikt kop&jo organisko oglekli (TOC) un/vai skabekla kimisko patérinu (COD) organiskas piedevas
izejas preparatd un novertét ieguldijjumu attieciba uz TOC/COD pagatavotaja testa barotné. Vél ir ieteicams, lai
barotnes TOC limeni (t. i., pirms algu pievienosanas) batu mazaki par 2 mg/l (9).

Ja testéjamas kimikalijas satur metalus, ir svarigi apzinaties, ka testa barotnes Ipasibas (pieméram, cietiba, helatu
veidosanas spéja) var ietekmét testéjamas kimikalijas toksiskumu. Sa iemesla dél ir vélama pilniba definéta barotne.
Tomeér paslaik vienigas pilniba definétas barotnes, par kuram ir zinams, ka tas ir piemérotas Daphnia magha
ilgtermina audze$anai, ir Elendt M4 un M7. Abas barotnes satur helatus veidojoSo reagentu EDTA. Pétijjuma (2) ir
paradits, ka kadmija “Skietamais toksiskums” parasti ir mazaks, ja vairoanas testu veic M4 un M7 barotng, neka ja
to veic barotng, kas nesatur EDTA. Tadé] M4 un M7 nav ieteicamas, lai testétu metalus saturoas kimikalijas, un
jaizvairas ari lietot citas barotnes, kas satur zinamus helatus veidojosus reagentus. Metalus saturosam kimikalijam
var biit ieteicams izmantot alternativu barotni, pieméram, ASTM rekonstituétu cietu, svaigu tdeni (9), kas nesatur
EDTA. ASTM rekonstituéta cieta, svaiga tdens un jiiraszalu ekstrakta apvieno$ana (10) ir piemérota Daphnia magna
audzé$anai ilgtermina (2).

Izskidusa skabekla koncentracijai testa sakuma un ta laika jabat virs 3 mg/l. pH jabat 6-9 diapazona, un parasti tas
viena testa nedrikst mainities par vairak neka 1,5 vienibam. Cietiba ir ieteicama lielaka par 140 mg/l (rékinot uz
CaCO,). Testi $aja limeni un virs ta ir paradijusi vairo§anas spéju, kas atbilst deriguma kritérijiem (11) (12).

Testa skidumi

Izraudzito koncentraciju testa Skidumus parasti gatavo, atSkaidot izejskidumu. Izejskidumus vélams sagatavot,

neizmantojot nekadus 3kidinatajus vai izkliedétajus, ja tas iesp&ams, testéjamo kimikaliju testa barotné iemaisot vai
igjaucot testa barotné ar mehaniskiem lidzekliem, pieméram, jaukSanu, kratiSanu vai apstradi ar ultraskanu, vai
izmantojot citas piemérotas metodes. Ja ir prasits pirms testa organismu iesaisti§anas pieradit, ka tiek saglabatas
stabilas ekspozicijas koncentracijas, testa sistémas vélams eksponét tadam testgjamas kimikalijas koncentracijam,
kas tiks izmantotas pétijuma. Ja testgjamo kimikaliju ir grati iz8kidinat ddeni, jaizmanto ESAO Noradijjumos par
sarezgitu vielu apstradi (13) aprakstitas procediiras. Javairas no $kidinataju vai izkliedétaju izmantoSanas, tomér
atseviskos gadijumos, lai pagatavotu dozéSanai vajadzigas koncentracijas izejskidumu, tie var bat nepiecieSami.



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112/273

Papildus testéjamam koncentracijam javeic arl atSkaidiSanas @idens kontrole ar pienacigiem replikatiem un, ja nav
iespjams citadi, ari $kidinataja kontrole ar pienacigiem replikatiem. Testd jaizmanto tikai tadi $kidinataji vai
izkliedétaji, par kuriem ir noskaidrots, ka tiem nav nekadas bitiskas vai ir tikai neliela ietekme uz testa kritérijiem.
(pieméram, Cremophor RH40, metilcelulozes 0,01 % un HCO-40) paraugi ir noraditi (13). Ja izmanto 3kidinataju vai
izkliedetaju, ta gala koncentracija nedrikst parsniegt 0,1 ml/l (13) un ta koncentracijai jabat vienadai visos testa

saglabatu minimalaja limeni.

PROCEDURA

Ekspozicijas apstakli

Iigums

Testa ilgums ir 21 diena.

levietosana

Vecakus tur atseviski, pa vienam katra testa trauka, parasti katra trauka 50-100 ml barotnes (attieciba uz Daphnia
thagna var izmantot mazaku tilpumu, jo Ipasi mazakiem Daphnia sugu dzivniekiem, pieméram, Ceriodaphnia dubia),
ja vien teste$ana nav nepiecieSama caurpliides testa struktira.

Lai izpilditu analitiskas procediirs prasibas, ko izmanto testéjamas kimikalijas koncentracijas noteikSanai, dazreiz
var but vajadzigi lielaki tilpumi, kaut ari ir pielaujams kimiskas analizes nolikam apvienot vienadas koncentracijas
trauku saturu. Ja izmanto tilpumus, kas lielaki par 100 ml, var bt nepiecieSams palielinat Daphnia doto baribas
daudzumu, lai nodrosinatu pienacigu baribas pieejamibu un atbilstibu deriguma kritérijiem.

Testa dzivnieki

Pusstatiskos testos vismaz 10 dzivniekus tur atseviski katra testejama koncentracija un vismaz 10 dzivniekus tur
atseviski kontroles sérija.

Caurpliides testos ir paradits, ka ir pieméroti 40 dzivniekus sadalit Cetras grupas pa 10 dzivniekiem katra testéjama
koncentracija (1). Var izmantot mazaku testa organismu skaitu un ir ieteicams vismaz 20 dzivnieki uz koncen-
traciju, sadalot divos vai vairakos replikatos ar vienadu dzivnieku skaitu (pieméram, Cetri replikati ar piecam
dafnijam katra). Janem véra, ka testos, kuros dzivniekus tur grupas, no statistiskas analizes nebis iesp&jams izslegt
kadu no peécnacgjiem, ja rodas nejausa/neti§a vecaku mirstiba, kad ir sakusies vairo$anas, un lidz ar to $ajos
gadijumos vairo$anas iznakums biitu jaizsaka ka dzivo pécnacéju kopéjais skaits, kas radusies no viena vecaka testa
sakuma.

Apstrade javeic testa traukos, un visas turpmakas darbibas ar testa traukiem javeic randomizéti. Ja ta nedara, tas var
radit neobjektivitati, ko varétu uzskatit par ietekmi uz koncentraciju. Jo Ipasi, ja ar eksperimenta vienibam rikojas
apstrades vai koncentracijas seciba, dazas ar laiku saistitas ietekmes, pieméram, eksperimenta veicgja nogurums vai
cita kluda, lielaku ietekmi var radit lielakas koncentracijas. Turklat, ja testa rezultatus varétu ietekmét testa
sakotnéjie vai apkartgjie apstakli, pieméram, novietojums laboratorija, tad biitu jaapsver, vai testu neblokét.
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Barosana

Pusstatiskos testos barosanu vélams veikt reizi diena, bet vismaz tris reizes nedéla (t. i. atbilstigi vides parmainam).
Janem véra ekspozicijas koncentraciju iespéjamais atskaidijums, pievienojot baribu, un no tas iespgjami jaizvairas ar
stipras koncentracijas algu suspensijam. Novirzes no ta (piemeéram, caurpliides testos) janorada parskata.

Testa laika vecaku uzturam vélams izmantot dzivas vienas vai vairaku $adu sugu algu $tnas: Chlorella sp., Pseudo-
kirchneriella subcapitata (agrak Selenastrum capricornutum) un Desmodesmus subspicatus (agrak Scenedesmus subspicatus).
Piegadatajam uzturam japamatojas uz katram vecakam nodrosinata organiska oglekla (C) daudzumu. Pétjjuma (14)
ir paradits, ka Daphnia magna gadijuma ar baribas limeniem no 0,1 lidz 0,2 mg C uz Daphnia diena pietiek, lai
sasniegtu vajadzigo dzivo pécnacgju skaitu atbilstigi testa deriguma kritérijiem. Baribu var piegadat vai nu
nemainiga daudzuma visa testa laika, vai, ja velas, sakuma var piegadat mazaku daudzumu un péc tam testa laika
to palielinat, lai nemtu véra vecaku augsanu. Sada gadijuma baribai tomér visu laiku japaliek ieteicamaja diapazona
0,1-0,2 mg C uz Daphnia diena.

Ja vajadziga baribas daudzuma izbaro$anai ir jaizmanto tadi aizvietotaji mérijumi ka algu $tnu skaits vai gaismas
absorbcija (t. i, értibas labad, jo oglekla satura mérjjumi ir laikietilpigi), katrai laboratorijai ir jaizveido savas
nomogrammas, kas saista aizvietotdgju mérfjumu ar algu kultiras oglekla saturu (padomus par nomogrammu
izveidi sk. 3. papildinajuma). Nomogrammas japarbauda vismaz reizi gada, un tas jadara biezak, ja ir mainijusies
algu kultdras apstakli. Ir konstatéts, ka gaismas absorbcija ir labaks aizvietotdjs oglekla satura mérjjumiem neka
$tinu skaits (15).

Lai lidz minimumam samazinatu algu kultiras vides tilpumu, ko parnes testa traukos, Daphnia jaizbaro koncentréta
algu suspensija. Algu koncentraciju var panakt ar centrifugéSanu, kam seko atkartota suspendéSana Daphnia
kultdiras vide.

Gaisma

16 stundas apgaismojuma, kura intensitate neparsniedz 15-20 pE-m?s’', mérot uz trauka ddens virsmas.
Apgaismojuma meériSanas instrumentiem, kas ir kalibréti luksos, ekvivalents 1 000-1 500 lux aukstas baltas
gaismas intervals ir tuvu ieteiktajai gaismas intensitatei 15-20 pE-m—-2-s-1.

Temperatiira

Testa vides temperatiirai jabhit 18-22C diapazona. Tomér katrd atseviska testd temperatiira, ja iespéjams, $ajas
robezas nedrikstétu mainities vairak ki par 2C (pieméram, 18-20 °C, 19-21 °C vai 20-22C) diena. Var bt
lietderigi izmantot papildu testa trauku temperatiiras uzraudziSanas mérkiem.

Aeracija

Testa laika testa traukus nedrikst piesatinat ar gaisu.

Testa plans

Diapazona noteikSanas tests

Nepieciesamibas gadijuma diapazona noteik$anas testu veic, pieméram, ar piecam test€jamo kimikaliju koncen-
tracijam un diviem replikatiem katrai apstrades un kontroles reizei. Izraugoties koncentraciju diapazonu ta
noteikSanas testam, var bat arl lietderigi izmantot papildu informaciju no testiem ar lidzigam kimikalijam vai
pieejamo literatiiru par Daphnia akiito toksiskumu un/vai citiem tdens organismiem.
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Diapazona noteikanas tests ilgst 21 dienu vai pietiekami, lai ticami prognozétu ietekmes [imenus. Testa beigas
izverté Daphnia vairo$anos. Jaregistré vecaku skaits un pécnacgju sastopamiba.

Galigais tests

Parasti jabiit vismaz piecam testa koncentracijam, kuras pielidzina efektivai koncentracijai (pieméram, EC,) un kuras
jasakarto geometriska kartiba, vélams, lai sadaljjuma koeficients neparsniegtu 3,2. Katrai testa koncentracijai
jaizmanto atbilstoss skaits replikatu (sk. 24.-25. punktu). Ja testé mazak neka piecas koncentracijas, tas ir japamato.
Kimikalijas testa barotné nedrikst testét virs to $kidibas robeZas. Pirms eksperimenta veikSanas ieteicams apsvert
testu struktiiras statistisko jaudu un izmantot atbilstosas statistiskas metodes (4). Nosakot koncentraciju diapazonu,
japatur prata turpmakais:

(i) ja noverté EC, ietekmi uz vairoSanos, ieteicams izmantot pietiekami lielas koncentracijas, lai ar atbilstigu
ticamibas limeni definétu EC,. Izmantotajam testéjamam koncentracijam vélams pielidzinat aplésto EC, ta, lai
EC, tiktu iegiits ar interpolaciju, nevis ekstrapolaciju. Sis statistiskds analizes prieksrociba ir tada, ka ir vairak
test§jamo koncentraciju (pieméram, 10) un mazak katras koncentracijas replikatu (pieméram, 5, tadgjadi
uzturot kopgjo trauku skaitu nemainigu) un ar 10 kontrolém;

(i) aplesot LOEC unfvai NOEC, zemakajai testéjamai koncentracijai jabiit pietieckami zemai, lai vairosanas
iznakums attiecigaja koncentracija nebiitu ievérojami mazaks par kontrol€ iegiito. Ja ta nav, tests jaatkarto ar
samazinatu mazako koncentraciju;

(iii

=

aplesot LOEC unfvai NOEC, augstakajai testéjamai koncentracijai jabat pietiekami augstai, lai vairoSanas
iznakums attiecigaja koncentracija biitu ieveérojami mazaks par kontrolé iegiito. Ja ta nav, tests jaatkarto ar
palielinatu augstako koncentraciju, ja vien maksimalad nepiecieSama testa koncentracija hroniskas ietekmes
testéSanai (t. i, 10 mg/l) sakotnéja testa netika izmantota ka augstaka testa koncentracija.

Ja diapazona noteikSanas testa pie augstakas koncentracijas (pieméram, pie 10 mg/l) nav novérojama ietekme vai
testéjamai kimikalijai, loti iesp&jams, bis zems toksiskums/toksiskuma nebdis, balstoties uz toksiskuma trikumu,
citiem organismiem un/vai zemu/nekadu uznemsanu, vairosanas testu var veikt ka robeZtestu, izmantojot testéjamo
koncentraciju, pieméram, 10 mg/l, un kontroli. Gan apstradgrupai, gan kontrolgrupai jaizmanto desmit replikati. Ja
robeztests javeic caurpliides sistéma, biis piemérots mazaks replikatu skaits. RobezZtests dos iespéju pieradit, ka
robezkoncentracijai nav statistiski biitiskas ietekmes, bet, ja tiek registréta ietekme, parasti javeic pilns tests.

Kontroles

Jaizdara viena testa barotnes kontroles testu sérija un attiecigd gadijuma ari viena kontroles testu sérija ar
skidinataju vai izkliedétaju. Ja izmanto $kidinataju vai izkliedetaju, koncentracijai jabat tadai pasai, kadu izmanto
traukos, kuros ir test§jama kimikalija. Jaizmanto piemérots replikatu skaits (sk. 23.-24. punktu).

Parasti labi izdarita testa variaciju koeficientam ap dzivo péctecu vidgjo skaitu uz vienu vecaku kontroles testa jabit
— 25 %, un tas janorada testa planos, kuros izmanto atseviski turétus dzivniekus.

Testa barotnes atjaunosana

Barotnes atjaunosanas biezums ir atkarigs no test&jamas kimikalijas stabilitates, bet barotne biitu jaatjauno vismaz
tris reizes nedéla. Ja no ieprieksgjiem stabilitates testiem (sk. 7. punktu) ir zinams, ka testéjamas kimikalijas koncen-
tracija nav stabila (t. i, arpus 80-120 % diapazona no nominalas koncentracijas vai zem 80 % no sakotnéjas
izméritas koncentracijas maksimalaja atjaunoSanas laika (t. i, tris dienas), jaapsver, vai biezak neatjaunot barotni vai
neizmantot caurpliides testu.
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Ja barotni atjauno pusstatiskos testos, sagatavo otru testa trauku sériju un vecakus parvieto uz tiem, pieméram, ar
piemérota diametra stikla pipeti. Vides tilpumam, kas parnests kopa ar Daphnia, jabiit iesp&jami mazam.

Noveérojumi

Testa laika izdarito novérojumu rezultati jaregistré datu lapas (sk. piemérus 4. un 5. papildindgjuma). Ja javeic citi
mérjjumi (sk. 44. punktu), var biit vajadzigi papildu novérojumi.

Pécnacéji

Pécnacéjus, kas radusies no katra vecaka, sakot no pirma narsta paradiSanas, velams katru dienu izpemt un
saskaitit, lai tie nevarétu patérét baribu, kas paredzéta vecakam. Sis testeSanas metodes nolikam ir jaskaita ne vien
dzivie pecnacgji, bet janorada arl nepilnigi attistitas olinas un nedzivie pécnacéji.

Mirstiba

Vecaku mirstibu vélams registrét katru dienu vai vismaz tajos pasos laikos, kad skaita pécnacéjus.

Citi parametri

Kaut arT §1 test€Sanas metode galvenokart ir paredzéta, lai novértetu ietekmi uz vairoanas iznakumu, ir iesp&jams,
ka arf citas ietekmes var novértét pietickami kvantitativi, lai varétu izdarit statistisko analizi. Vairo$anas iznakumu
uz izdzivojuso vecaku, t. i, dzivo pécnacéju skaitu testa laika, ko radijis viens vecaks, var registrét. To var salidzinat
ar galveno atkarigo mainigo (vairo$anas iznakums uz tadu vecaku testa sakuma, kas testa laika nav nejausi vai
neti$i nomiris). Ja eksponétajos replikatos novérojama vecaku mirstiba, jaapsver, vai mirstiba atbilst devas—
atbildreakcijas modelim, pieméram, ja attieciba pret testéjamas kimikalijas koncentraciju novérojama biatiska
atbildreakcijas regresija ar pozitivu liknes slipumu (§im nolikam var izmantot statistikas testu, pieméram, Kohrana-
Armitaza trenda testu). Ja mirstiba devas—atbildreakcijas modelim neatbilst, replikati, kuriem novérojama vecaku
mirstiba, no testa rezultatiem jaizslédz. Ja mirstiba atbilst devas—atbildreakcijas modelim, vecaku mirstiba janorada
ka testéjamas kimikalijas ietekme un replikati no testa rezultata analizes nav jaizslédz. AugSanas mérjjumi ir oti
vélami, jo tie informé par iesp&amo subletalo ietekmi, kas var bat lietderiga papildus vairoSanas pasakumiem
vieniem paSiem; testa beigas ieteicams merit vecaku garumu (t. i., kermena garumu, iznemot postabdomena nagu).
Pie citiem méramiem vai aprékinamiem parametriem pieder pirmo (un turpmako) pécnacéju radianai nepiecie-
$amais laiks, narstu skaits un apjoms uz vienu dzivnieku, partraukto narstu skaits, jaundzimuso virisko pécnacéju
un efipiju esiba (ESAO, 2008. gads) un iespgjami populacijas pieauguma raksturigais atrums (definiciju sk.
1. papildinajuma, bet par jaundzimus$o dzimuma identificéSanu sk. 7. papildinajumu).

Analitiskas noteikSanas un mérijjumu bieZums

Skabekla koncentracija, temperatiira, tidens cietiba un pH vértibas jaméra vismaz ik nedélu svaiga un veca barotné,
kontroles testos un lielakaja testéjamas kimikalijas koncentracija.

Testa laika testgjamas kimikalijas koncentracijas nosaka regularos intervalos.

Pusstatiskos testos, ja ir sagaidams, ka testéjamas kimikalijas koncentracija saglabasies + 20 % robezas no nominala
lieluma (t. i., 80-120 % diapazona — sk. 6., 7. un 39. punktu), ieteicams vismaz lielakas un mazakas testa koncen-
tracijas analiz€t svaigi pagatavotas un atjaunosanas laika vienu reizi testa pirmas nedélas laika (t. i, analizes jaizdara
paraugam no ta pasa skiduma — svaigi pagatavotam un pie atjaunosanas). Sis noteik3anas péc tam biitu jaatkarto
vismaz ik nedélu.
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Ja testa ir sagaidams, ka test€jamas kimikalijas koncentracija nesaglabasies + 20 % robezas no nominala lieluma,
jaanalizé visas testgjamas koncentracijas — svaigi pagatavotas un pie atjaunosanas. Tomér tados testos, kuros
test§jamas kimikalijas izmeérita sakotngja koncentracija nav + 20 % no nominala lieluma, bet pietiekami pieradijumi
liecina, ka sakotnéjas koncentracijas ir atkartojamas un stabilas (t. i, 80-120 % diapazona no sakotn&am koncen-
tracijam), kimiskas noteikSanas var veikt tikai pie pasam lielakajam un mazakajam testgjamajam koncentracijam
testa 2. un 3. nedela. Visos gadjjumos test§jamas kimikalijas koncentraciju noteikSana veicama pirms svaiga
$kiduma pievienoSanas viena replikata trauka katrai testéjamajai koncentracijai.

Ja izmanto caurpliides testu, paraugus pem lidziga rezima, ka aprakstits pusstatiskas metodes gadijuma (bet $aja
gadjuma nav piemérojama “veco” $kidumu mériSana). Tomér var bat ieteicams pirmaja nedéla palielinat
paraugoSanas reizu skaitu (piemeéram, tris mérjjumu komplekti), lai nodrosinatu, ka testejamas koncentracijas paliek
stabilas. Sada veida testos $kidinataja un testéjamas kimikalijas pliismas atrums japarbauda katru dienu.

Ja ir pieradjjumi, ka test&jamas kimikalijas koncentracija visa testa laika ir apmierinosi uzturéta + 20 % robezas no
nominalas vai izméritas sakotnéjas koncentracijas, tad rezultatu pamata var biit nominalas vai izméritas sakotnéjas
vértibas. Ja novirze no nominalas vai izméritas sakotnéjas koncentracijas ir lielaka par 20 %, rezultati jaizsaka ka
laika svértais vidéjais lielums (norades par aprékiniem sk. 6. papildinajuma).

DATI UN PARSKATA SNIEGSANA

Rezultatu apstrade

S$a testa merkis ir noteikt testdjamas kimikalijas ietekmi uz vairosanas iznakumu. Katram testa traukam (t. i.,
replikatam) jaaprékina dzivu pécnacéju kopégjais skaits uz vienu vecaku. Turklat vairoSanos var aprékinat,
pamatojoties uz izdzivojusa vecaka organisma raditu dzivu pécnacéju. Tomér ekologiskaja zina visatbilstosakais
testa kritérijs ir dzivu pécnacéju kopgjais skaits, ko radijis katrs vecaks, kur§ nav nejausi (') vai netisi () nomiris
testa laika. Ja vecaks nejausi vai netisi nomirst testa laika vai, izradas, ir viriska dzimuma dzivnieks, replikatu no
analizes izslédz. Analize tada gadijuma pamatojas uz mazaku replikatu skaitu. Ja eksponétajos replikatos
novérojama vecaku mirstiba, jaapsver, vai mirstiba atbilst devas—atbildreakcijas modelim, pieméram, ja attieciba
pret test€jamas kimikalijas koncentraciju novérojama bitiska atbildreakcijas regresija ar pozitivu liknes slipumu
(8im nolikam var izmantot statistikas testu, pieméram, Kohrana-ArmitaZza trenda testu). Ja mirstiba devas—
atbildreakcijas modelim neatbilst, replikati, kuriem novérojama vecaku mirstiba, jaizslédz no testa rezultatiem. Ja
mirstiba atbilst devas-atbildreakcijas modelim, vecaku mirstiba janorada ka test§jamas kimikalijas ietekme un
replikati no testa rezultata analizes nav jaizslédz.

Rezumgjot, ja ietekmes atspogulosanai izmanto LOEC un NOEC vai EC,, ietekmi uz vairosanos ieteicams aprékinat,
izmantojot abus iepriek§ minétos atkarigos mainigos, t. i.,

— dzivu pécnacgju kopgjais skaits, ko radijis katrs vecaks, kur§ nav nejausi vai netisi nomiris testa laika; un
— viena vecaka radito dzivu pécnacéju kopéjais skaits;

un tad par galigo rezultatu, kas aprékinats, izmantojot kadu no Siem abiem atkarigajiem mainigajiem, izmantot
zemakas NOEC un LOEC vai EC, vértibas.

Pirms izmantot statistisko analizi, pieméram, ANOVA procediiras, apstrazu salidzindgjumu kontroles veiksanai ar
Stjiidenta t-testu, Daneta testu, Viljamsa testu vai descendentu DZonkhira-Terpstra testu, ja tas vajadzigs konkréta
statistikas testa prasibu izpildei, ieteicams apsvért, vai dati nav jatransformé. Var apsvért, vai neizmantot Danna vai
Manna-Vitnija testus ka neparametriskas alternativas. Individualo apstrazu vidgjiem raditdjiem aprékina ticamibas
intervalu 95 %.

(") Nejausa mirstiba: nejausa notikuma (t. i., zinams iemesls) izraisita mirstiba, kas nav saistita ar kimikaliju.
(3 Netisa mirstiba: mirstiba, kas nav saistita ar kimikaliju un kuras iemesls nav zinams.
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Izdzivojuso vecdku skaits neapstradatajas kontrolés ir galvenais deriguma kritérijs, un tas ir jadokumenté un
janorada parskata. Galigaja parskata janorada ari visas paréjas negativas ietekmes, pieméram, anormala uzvediba un
toksikologiski batiski konstatéjumi.

ECx

ECx vértibas, tostarp ar tam saistito zemako un augstako ticamibas robezu, aprékina, izmantojot piemérotas
statistikas metodes (pieméram, logistisko vai Veibula funkciju, saisinato Spirmena-Karbera metodi vai vienkarsu
interpolaciju). Lai aprékinatu EC10, EC,, vai jebkuru citu ECx, visai datu kopai javeic regresijas analize.

NOEC/LOEC

Ja ar statistisko analizi paredzéts noteikt NOEC/LOEC, jaizmanto piemérotas statistikas metodes saskana ar ESAO
54. dokumentu “Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application” (4).
Parasti tiek analizéta testéjamas kimikalijas nelabvéliga ietekme salidzinagjuma ar kontrolgrupu, izmantojot
vienpus€jas hipotézes testu ar p < 0,05.

Normalo sadalijumu un dispersijas homogenitati var testét ar piemérotu statistikas testu, pieméram, attiecigi
Sapiro-Vilka testu un Lévena testu (p < 0,05). Var izmantot vienvirziena ANOVA un turpmakus daudzfaktoru
salidzinasanas testus. Daudzfaktoru salidzinajumus (pieméram, Daneta testu) vai descendentus trenda testus
(pieméram, Viljamsa testu vai descendenta DZonkhira-Terpstra testu) var izmantot, lai aprekinatu, vai starp kontrol-
grupam un dazadajam test&jamas kimikalijas koncentracijam ir statistiski batiskas atskiribas (p < 0,05) (ieteicama
testa izraudziSanas saskana ar ESAO 54. dokumentu (4)). Pretéja gadijuma NOEC un LOEC noteiksanai
izmantojamas neparametriskas metodes (pieméram, Bonferoni U-tests saskana ar Holma vai DZonkhira-Terpstra
trenda testu).

Robeztests

Ja ir veikts robeZtests (kontrolgrupas un tikai vienas apstradgrupas salidzinajums) un ir izpilditi parametrisko
testéSanas procediiru priek$nosacijumi (normalitate, homogenitate), metriskas atbildreakcijas var izvértét ar
Stjidenta testu (t-testu). Ja $is prasibas nav izpilditas, var izmantot nevienlidzigas dispersijas t-testu (Vel¢a testu) vai
neparametrisku testu, pieméram, Manna—Vitnija U-testu.

jasalidzina ar kidinataja kontrolgrupu.

Testésanas parskats

Testé$anas parskata jaieklauj $ada informacija:

Testejama kimikalija:

— fizikalais stavoklis un attiecigas fizikalkimiskas ipasibas;
— kimiskas identifikacijas dati, tostarp tiriba.

Testa sugas:

— klons (vai tam ir genétiski noteikts tips), piegadatajs vai avots (ja tas ir zinams) un izmantotie audze$anas
apstakli. Ja izmanto dazadas Daphnia magna sugas, tas jaatspogulo un japamato parskata.

Testesanas apstakli:

— izmantota testa procediira (pieméram, pusstatiska vai caurplades, tilpums, ievietoto Daphnia skaits uz litru);
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— fotoperiods un gaismas intensitate;
— testa plans (pieméram, replikatu skaits, vecaku skaits uz replikatu);
— detalizéta informacija par izmantoto barotni;

— organiska materiala piedevas, ja tadas ir lietotas, tostarp to sastavs, avots, sagatavo§anas metode, izejas preparats
TOC|COD, testa barotné iegiita TOC/COD novértejums;

— detalizéta informacija par barosanu, ari daudzums (mg C/Daphnia diena) un grafiks (pieméram, baribas veids(-i),
attieciba uz algém ieklaujot specifisko (sugas) nosaukumu un, ja zinams, celmu un audzéSanas apstaklus);

— izejskiduma pagatavosanas metode un atjaunosanas biezums (janorada $kidinatajs vai izkliedétajs, ja to lieto, un
ta koncentracija).

Rezultati:
— ieprieksgju pétijumu rezultati par testéjamas kimikalijas stabilitati;

— nominalas testa koncentracijas un visu analizu rezultati testéjamas kimikalijas koncentraciju noteik$anai testa
traukos (datu lapu paraugu sk. 5. papildinajuma); janorada arT metodes atjaunoSanas efektivitate un noteikSanas
robeZa;

— {dens kvalitate testa traukos (t. i., pH, temperatiira un iz8kidusa skabekla koncentracija, un TOC un/vai COD,
un attieciga gadijuma cietiba) (datu lapas paraugu sk. 4. papildinajuma);

— visi dati par testa laika katra vecaka raditajiem dzivajiem pécnacéjiem (datu lapas paraugu sk. 4. papildinajuma);
— vecaku naves gadjjumu skaits un diena, kad tas noticis (datu lapas paraugu sk. 4. papildinajuma);

— vairo$anas iznakuma kontroles variaciju koeficients (pamatojoties uz dzivo p&cnacéju kopéjo skaitu uz vienu
testa beigas dzivu vecaku);

— grafiks ar dzivo pécnacéju kopéjo skaitu uz vienu vecaku katra replikata, iznemot visus vecakus, kas nejausi vai
netis$i mirusi testa laika attieciba pret test§jamas kimikalijas koncentraciju;

— attieciga gadjjuma grafiks ar dzivo pécnacéju kopéjo skaitu uz vienu testa beigas dzivu vecaku katra replikata
attieciba pret testéjamas kimikalijas koncentraciju;

— attieciga gadijuma vairo§anas zemaka noveérojamas ietekmes koncentracija (LOEC), tostarp izmantotas
statistiskas procediiras apraksts un norade par ietekmes apméru, ko paredzéts konstatét (lai to iegtitu, pirms
eksperimenta sakuma var analizét jaudu), un vairoSanas nenovérojamas ietekmes koncentracija (NOEC);
informacija, kurai testa kritérijs, kas tika izmantots, lai aprékinatu LOEC un NOEC vertibu (ka kopgjais dzivo
pécnacgju skaits uz matisko organismu, kas nejausi vai netidi nav testa laika miris, vai ka dzivo pécnacéju
kopgjais skaits uz izdzivojuSu matisko organismu), attieciga gadijuma parskata janorada arl vecaku mirstibas
LOEC un NOEG;

— attieciga gadijuma vairo$anas EC_ un ticamibas intervali (pieméram, 90 % vai 95 %) un tas aprékinasanai
pielagota modela grafiks, devas—atbildreakcijas liknes slipums un tas standartkliida;

— citas novérotas biologiskas ietekmes vai mérijumi: parskata janorada jebkadas citas novérotas vai izmeéritas
biologiskas ietekmes (pieméram, vecaku augsana), tostarp tas attiecigi japamato;

— paskaidrojums par atkapém no testé$anas metodes.
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1. papildinajums
DEFINTCUAS

Saja testésanas metodé ir izmantoti $adi termini:
Nejausa mirstiba: nejausa notikuma (t. 1., zinams iemesls) izraisita mirstiba, kas nav saistita ar kimikaliju.
Kimikalija: viela vai maisjjums.

ECx: tdeni izskidinatas testéjamas kimikalijas koncentracija, kas noteiktd ekspozicijas laika Daphnia magna

5

vairo$anos samazina par x %.

NetiSa mirstiba: mirstiba, kas nav saistita ar kimikaliju un kuras iemesls nav zinams.

Populacijas pieauguma raksturigais atrums: populacijas augSanas mérs, kurd ietilpst vairo$anas iznakums un
vecumam specifiska mirstiba (1) (2) (3). Nemainigai populacijai tas ir vienads ar nulli. AugoSai populacijai tas ir
pozitivs, un populacijai, kas samazinas, tas ir negativs. Protams, pédéja minéta nav noturiga un beidzot izzad.
NoteikSanas robeza: mazaka koncentracija, ko var atklat, bet ne kvantitativi noteikt.

Kvantitativas noteiksanas robeZa: mazaka koncentricija, ko var kvantitativi izmeérit.

Zemaka novérojamas ietekmes koncentracija (LOEC): mazdka parbaudita koncentracija, ar kuru noteikta
iedarbibas laika ir novérota statistiski nozimiga kimikalijas ietekme uz vairo$anos un vecaku mirstibu (pie p
< 0,05), salidzinot ar kontroli. Tomér visam testéjamam koncentracijam, kas parsniedz LOEC, jabit ar kaitigu
iedarbibu, kura ir vienada ar vai lielaka par to, kas novérojama pie LOEC. Ja ir neiesp&ami nodrosinat $os abus
nosacjjumus, jasniedz izsmelo$s skaidrojums par to, kapéc sada LOEC (un tadgjadi NOEC) izraudzita.

Mirstiba: dzivnieku registré ka mirusu, ja tas ir nekustigs, t. i., ja tas nepeld vai ja nav novérojamas piedéklu vai
véderina aizmugures dalas kustibas 15 sekunzu laika péc testa tvertnes vieglas pakratiSanas. (Ja izmanto citu

definiciju, ta janorada kopa ar atsauci uz to).

Nenovérojamas ietekmes koncentracija (NOEC): testa koncentracija, kas ir tiesi zemaka par LOEC un ar kuru,
salidzinot ar kontroles méginajumu, noteikta iedarbibas laika nav statistiski nozimigas ietekmes (p < 0,05).

Pécnacéjs: jaunas Daphnia, ko testa gaita radijusi vecaki.
Vecaki: Daphnia matites, kuras ir, sakot testu, un kuru vairo$anas iznakums ir pétjjuma objekts.
Vairo$anas iznakums: dzivu pécnacgju skaits, ko radijis vecaks testéSanas perioda laika.

Test&jama kimikalija: jebkura viela vai maisijums, ko testé ar $o testéSanas metodi.

Literatiiras saraksts
(1) Wilson, E.O. and Bossert, WH. (1971). A Primer of Population Biology. Sinauer Associates Inc. Publishers.

(2) Poole, R-W. (1974). An Introduction to quantitative Ecology. Mc Graw Hill Series in Population Biology, New
York, p 532.

(3) Meyer, J. S., Ingersoll, C. G., McDonald, L.L. and Boyce, M.S. (1986). Estimating uncertainty in population
growth rates: Jackknife vs bootstrap techniques. Ecology, 67, 1156-1166.
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PILNIBA NOTEIKTAS ELENDT M7 UN M4 BAROTNES SAGATAVOSANA

Aklimatizésana Elendt M7 un M4 barotné

Dazam laboratorijam ir bijusas griitibas, Daphnia tie$i parnesot M4 (1) un M7 barotné. Tomér zinama meéra
sekmiga var biit pakapeniska aklimatizacija, t. 1., parnesot no dabigas vides vispirms 30 %, péc tam 60 % un
visbeidzot 100 % Elendt barotné. Aklimatizacija var ilgt lidz pat vienam ménesim.

Sagatavosana

Mikroelementi

Vispirms piemérotas tiribas tideni, t. i., dejonizéta, destiléta vai ar apgriezto osmozi iegiita tideni pagatavo atsevisku
mikroelementu atseviskus izejskidumus (I). No Siem dazadajiem izejskidumiem (I) pagatavo vienu izejskidumu (II),
kas satur visus mikroelementus (apvienoto $kidumu), t. i.

Izejskidums(i) I

Udenim pievienotais

Koncentracija (attie-
ciba pret M4

Lai pagatavotu apvienoto izejskidumu I,
Gdenim pievieno $adu daudzumu izejski-

(atseviska viela) daudzums barotni) Juma 1
mg/l ml/l

M 4 M7
H,BO, 57 190 20 000 reizu 1,0 0,25
MndCl, - 4 H,0 7 210 20 000 reizu 1,0 0,25
LiCl 6 120 20 000 reizu 1,0 0,25
RbCl 1420 20 000 reizu 1,0 0,25
SrCl, - 6 H,0 3 040 20 000 reizu 1,0 0,25
NaBr 320 20 000 reizu 1,0 0,25
Mo Na,O, - 2 H,0 1260 20 000 reizu 1,0 0,25
Cucl, - 2 H,0 335 20 000 reizu 1,0 0,25
Zn(l, 260 20 000 reizu 1,0 1,0
CoCl, - 6 H,0 200 20 000 reizu 1,0 1,0
KI 65 20 000 reizu 1,0 1,0
Na,SeO, 43,8 20 000 reizu 1,0 1,0
NH,VO, 11,5 20 000 reizu 1,0 1,0
Na,EDTA - 2 H,0 5 000 2 000 reizu - -
FeSO, - 7 H,0 1991 2 000 reizu - -

Na,EDTA un FeSO, skidumus pagatavo atseviski, apvieno un talit ievieto autoklava. Ta iegiist:

Fe-EDTA skidumu 1 000 reizu 20,0 5,0
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M4 un M7 barotne

M4 un M7 barotni sagatavo, izmantojot izejskidumu 1II, baribas makroelementus un vitaminus, $adi:

Udenim pievienotais Koncciebr;t;e'{rfzgahﬁttie— Barotnes sagatavosanai pievienota izejski-
daudzums barotni) duma daudzums
mg/l ml/l

M 4 M7
Izejskidums 11 20 reizu 50 50
(apvienoti mikroelementi)
Baribas makroelementu izejki-
dumi (atseviska viela)
CaCl, - 2 H,0 293 800 1 000 reizu 1,0 1,0
MgSO, - 7 H,0 246 600 2 000 reizu 0,5 0,5
KCl 58 000 10 000 reizu 0,1 0,1
NaHCO, 64 800 1 000 reizu 1,0 1,0
Na,SiO, - 9 H,0 50 000 5 000 reizu 0,2 0,2
NaNO, 2740 10 000 reizu 0,1 0,1
KH,PO, 1430 10 000 reizu 0,1 0,1
K,HPO, 1 840 10 000 reizu 0,1 0,1
Vitaminu maisjjuma  izejski- - 10 000 reizu 0,1 0,1
dums

Vitaminu maisijuma izejskidumu sagatavo, pievienojot tris vitaminus 1 litra Gdens, $adi:
mg/l

Tiamina hidrohlorids 750 10 000 reizu
Ciankobalamins (B,,) 10 10 000 reizu
Biotins 7,5 10 000 reizu

Vitaminu maisijuma izejskidumu glaba sasaldétu mazas alikvotas. Vitaminus pievieno barotnei neilgi pirms
lietoSanas.

NB! Lai izvairitos no salu izgulsnésanas, gatavojot pilnu barotni, izej$kidumu alikvotus pievieno apméram 500-
800 mililitriem dejonizéta Gidens un péc tam uzpilda lidz 1 litram.

NNB! Pirma publikacija par M4 barotni atrodama: Elendt, B.P. (1990). Selenium deficiency in crustacea; an
ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia magna Straus. Protoplasma, 154, 25-33.
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KOPEJA ORGANISKA OGLEKLA (TOC) ANALIZE UN NOMOGRAMMAS IZVEIDE TOC SATURAM
ALGES SATUROSA BARIBA

Ir atzits, ka oglekla saturu alges saturo$a bariba parasti nemeéra tie$i, bet no korelacijam (t. i., nomogrammam) ar

TOC jaméra ar augstas temperatiiras oksidacijas metodi, nevis ar UV vai persulfata metodi. (Palidzibai sk.: The
Instrumental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and related Determinands 1979, HMSO
1980; 49 High Holborn, London WC1V 6HB.)

Nomogrammas izveidoanai alges atdala no augSanas vides centrifugjot, péc tam vélreiz suspendgjot destiléta
tideni. Katra parauga aizvietotaju parametru un TOC koncentraciju méra trijos paralélos mérijumos. Destiléta tidens
tuk$os méginajumus analizé un TOC koncentraciju atnem no TOC koncentracijas algu paraugos.

Vajadzigaja oglekla koncentraciju diapazona nomogrammam jabit linearam. Pieméri ir paraditi turpmak.

NB! Tos nedrikst izmantot konversijam; ir vajadzigs, lai laboratorijas sagatavotu pasas savas nomogrammas.
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Chlorella vulgaris var. viridis (CCAP 211/12).

Mg/l sausa svara regresija pret mg C/1. Dati no dalgji partrauktu partijas kultivéto $iinu koncentrétam suspensijam,
atkartoti suspendétam destiléta adent.

X ass: mg C[1 koncentrétas alges saturoas baribas

Y ass: mg/1 sausa svara koncentrétas alges saturosas baribas

Korekcijas koeficients -0,980
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Chlorella vulgaris var. viridis (CCAP 211/12).

Stinu skaita regresija pret mg C/l. Dati no dalgji partrauktu partijas kultivéto $iinu koncentrétim suspensijam,
atkartoti suspendétam destiléta adent.

X ass: mg C/1 koncentrétas alges saturosas baribas.
Y ass: $tinu skaits/1 koncentrétas alges saturoSas baribas.

Korekcijas koeficients -0,926.
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Chlorella vulgaris var. viridis (CCAP 211/12).

Absorbcijas regresija uz mg C/1 (1 cm cela garums). Dati no dalgji partrauktu partijas kultivéto $iinu koncentrétam
suspensijam, atkartoti suspendétam destiléta tdeni.

X ass: mg C/1 koncentrétas alges saturo3as baribas.
Y ass: absorbcija pie 440 nm ar 1/10 koncentrétas alges saturoSas baribas atskaidijumu.

Korekcijas koeficients -0,998.
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DATU LAPAS PARAUGS VIDES ATJAUNOSANAS, FIZIKALKIMISKAS MONITORESANAS DATU, BAROSANAS, DAPHNIA VAIROSANAS UN VECAKU MIRSTIBAS

REGISTRESANAI
Eksperimenta Nr.: Sakuma datums: Klons: Barotne: Baribas veids: TCStéE;E;:kimi- Nominala koncentracija:
Diena 0 1 2 3 4 5 6 10 11 12 13 14 | 15 16 17 | 18 19 | 20 | 21
Barotnes atjaunoSana
(atzimét)
pH (¥ jauna
veca
0, (mgf) () jauna
veca
Temp (°C) (¥) jauna
vecs
Dota bariba (atzimét)
Dzivo pécnacéju Kopa
skaits (*¥)
Trauks 1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Kopa
Kopiga vecaku mirstiba (**¥)

(*) Noradit, kur§ trauks tika izmantots eksperimentam
(**) Apturétos narstus attiecigaja lodzina noradit ka “AB”
() Jebkadu vecaku mirstibu attiecigaja lodzina noradit ka “M”.

987/T11 1

[AT ]

SISOUISA SIE[EIO Sequuataes sedoury

L10CY'8C
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DATU LAPAS PARAUGS KIMISKAS ANALIZES REZULTATU REGISTRESANAI
(a) Izmeritas koncentracijas
Nominala _ _ _
koncentracija 1. nedélas paraugs 2. nedélas paraugs 3. nedélas paraugs
Jaunas Vecas Jaunas Vecas Jaunas Vecas
(b) Izmeéritas koncentracijas ka nominila procentuilais daudzums
Nominala _ _ _
koncentricija 1. nedélas paraugs 2. nedélas paraugs 3. nedélas paraugs
Jaunas Vecas Jaunas Vecas Jaunas Vecas
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6. papildinajums

Ja laika starp barotnes atjaunoSanas reizém testéjamas kimikalijas koncentracija var samazinaties, jaapsver, kadu
koncentraciju izraudzities ka tadu, kas parstav koncentraciju diapazonu, kuram eksponé Daphnia vecakus. Izvélei
japamatojas uz biologiskiem apsvérumiem, ka ari statistikas apsvérumiem. Pieméram, ja uzskata, ka vairo$anos
visvairak ietekmé Daphnia saskare ar maksimalo koncentraciju, jalieto maksimala koncentracija. Tomer, ja uzskata,
ka svarigaka ir toksiskas kimikalijas akumuléta vai hroniska ietekme, atbilstodaka ir vidéja koncentracija. Tada
gadjjuma izmanto3anai piemérots vidgjais lielums ir laika svérta vidéja koncentracija, jo ta nem véra koncentracijas

parmainas laika.

1. attels

Laika sveérta videja lieluma piemeérs

Days

1. attéla noradits (vienkarSota) testa piemérs, testam turpinoties septinas dienas ar barotnes atjaunoSanu 0., 2. un

4. diena.

— Tieva zigzaglinija att€lo koncentraciju katra laikpunkta. Tiek uzskatits, ka koncentracijas samazinajums seko
eksponencialam sagriifanas procesam.

— 6 atliktie punkti apzimé katra atjauno$anas perioda sakuma un beigas novérotas koncentracijas.

— Resna nepartraukta linija rada laika svérta vidgja lieluma novietojumu.

Laika svertais vidgjais lielums ir aprékinats ta, lai laukums zem laika svérta vidéja lieluma biitu vienads ar laukumu

zem koncentracijas liknes. Ieprieks attélota pieméra aprékins ir paradits 1. tabula.

1. tabula

Laika sverta videja lieluma aprékins

AtjaunoSanas

Nr Dienas Konc 0 Konc 1 Ln(Konc 0) Ln(Konc 1) Laukums
1 2 10,000 4,493 2,303 1,503 13,767
2 2 11,000 6,037 2,398 1,798 16,544




28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112/289
Atjau;(r)éanas Dienas Konc 0 Konc 1 Ln(Konc 0) Ln(Konc 1) Laukums
3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 19,781
Dienas kopa: 7 Kop¢jais lau- 50,092
kums:
TW vidéjais 7,156
lielums:

“Dienas” ir dienu skaits atjaunosanas perioda.

“Konc0” ir katra atjaunoSanas perioda sakuma izmérita koncentracija.
“Konc1” ir katra atjaunosanas perioda beigas izmérita koncentracija.
“In(Konc0)” ir KoncO naturallogaritms.

“In(Konc1)” ir Konc1 naturallogaritms.

“Laukums” ir laukums zem katra atjaunosanas perioda eksponencialas liknes. To aprékina $adi:

Konc 0 - Konc 1

X dien,
Ln( Konc 0) - Ln( Konc 1) enas

Laukums =

Laika svérto vidgjo lielumu (“TW vidgjais lielums”) iegist, “Kopéjo laukumu” dalot ar “Dienam kopa”.
Protams, Daphnia vairo$anas testa tabula ir japagarina, lai ta ietvertu 21 dienu.

Ir skaidrs — ja novérojumus veic tikai katra atjaunosanas perioda sakuma un beigas, nav iesp&ams apstiprinat, ka
koncentracijas samazinaSanas process patiesam ir eksponencials. Citadai liknei bitu citads laukuma aprékins. Tomer
eksponencials sagrii§anas process ir loti ticams, un eksponenciala likne, iesp&jams, ir labaka likne izmantoSanai, ja
nav citas informacijas.

Tomeér ir jabut piesardzigam, ja kimiska analize atjaunoSanas perioda beigas neuzrada nekadu kimikaliju. Ja vien
nav iesp&ams novertét, cik atri kimikalija pazid no $kiduma, nav iesp&jams iegiit Istenibai atbilstodu laukumu zem
liknes un tatad ir neiesp&jami iegait pamatotu laika svérto vidgjo lielumu.
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7. papildinajums
NORADIJUMI JAUNDZIMUSO DZIMUMA IDENTIFICESANAI

Viriska dzimuma pécnacgji var rasties, ja mainigi ir vides apstakli, pieméram, pie saisinata fotoperioda, samazinatas
temperatiiras, samazinatas partikas koncentracijas un palielinata populacijas blivuma (Hobaek and Larson, 1990;
Kleiven et al, 1992). Viriska dzimuma radiSana ir ari zinama atbildreakcija uz daZiem kukainu augSanas
regulatoriem (Oda et al., 2005). Apstaklos, kuros kimiskie stresori samazina partenogenézes matiSu reproduktivo
pecnacgju skaitu, paredzams lielaks virisko pécnacgju skaits (ESAO, 2008). Pamatojoties uz pieejamo informaciju,
nav iesp&jams prognozét, kur§ dzimumu attiecibas vai vairo$anas galapunkts bus jutigaks; tomér ir indikatori
(1. dala atsaucé “validacijas parskats”), ka $is viriska dzimuma skaita pieaugums var biit mazak jutigs neka
pécnacgju samazinajums. Ta ka $is testéSanas metodes galvenais meérkis ir novértet radito pécnacéju skaitu, viriska
dzimuma pécnacéju sastopamiba ir fakultativs novérojums. Ja pétijjuma tiek izvértéts $is fakultativais beigupunkts,
jaizmanto testa deriguma papildkritérijs, proti, viriska dzimuma ipatyu ipatsvars kontroles nedrikst parsniegt 5 %.

Vispraktiskakais un vieglakais veids, ka izgkirt Daphnia dzimumus, ir izmantot to fenotipiskas ipasibas, jo viriska un
sieviska dzimuma ipatni ir genétiski identiski un dzimums ir atkarigs no vides apstakliem. Virika un sieviska
dzimuma Tpatni atSkiras ar pirma taustekli, kas viriska dzimuma ipatpiem ir garaks neka sieviskajam dzimumam,
un morfologiski (1. attéls). Taustekla garuma atskiriba ir atpazistama uzreiz péc piedzimsanas, kaut ari attistoties
izveidojas citas sekundaras dzimum ipatnibas (pieméram, sk. 2. attélu, Olmstead and LeBlanc, 2000).

Lai novérotu morfologisko dzimumu, jaundzimusie Ipatni, ko katrs testa dzivnieks radijis, ar pipeti japarnes un
jaievieto Petri platé ar testa barotni. Barotné nodrodina minimalus apstaklus, lai ierobezotu dzivnieku kustibas.
Pirma taustekla novéroSanu var veikt stereomikroskopa ( x 10-60).

1. attels.

24 stundas vecs viriska (pa kreisi) un sieviska (pa labi) dzimuma D. magna. Virisko dzimumu var atskirt
no sieviska péc garuma un tausteklu morfologijas, ka attéla noradits ar apliem (Tatarazako et al.,
2004. gads).

ATSAUCES

Hobaek A and Larson P. 1990. Sex determination in Daphnia magna. Ecology 71: 2255-2268.

Kleiven O.T., Larsson P., Hobaek A. 1992. Sexual reproduction in Daphnia magna requires three stimuli. Oikos 65,
197-206.

Oda S., Tatarazako N, Watanabe H., Morita M., and Iguchi T. 2005. Production of male neonates in Daphnia magna
(Cladocera, Crustacea) exposed to juvenile hormones and their analogs. Chemosphere 61:1168-1174.

OECD, 2008. Validation report for an enhancement of OECD TG 211 Daphnia magna reproduction test. OECD
Series on Testing and Assessment, Number 88. Organisation for Economic Co-operation and Development, Paris.
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Olmstead, A.W., LeBlanc, G.A., 2000. Effects of endocrine-active chemicals on the development characteristics of
Daphnia magna. Environmental Toxicology and Chemistry 19:2107-2113.

Tatarazako, N., Oda, S., Abe, R., Morita M. and Iguchi T., 2004. Development of a screening method for endocrine
disruptors in crustaceans using Daphnia magna (Cladocera, Crustacea). Environmental Science 17, 439-449.”

(18) pielikuma C dala C.29. nodalas 66. punktu aizst3j ar $adu:
“66. Testu uzskata par derigu, ja:
a) vidgjais noardisanas ipatsvars traukos F, kas satur standartkimikaliju, 14. inkubacijas diena ir > 60 %; un
b) vidgjais TIC daudzums tuksajas kontrolés F, testéSanas beigas ir > 3mg C/L.

Ja Sie ierobezojumi netiek izpilditi, tests ir jaatkarto ar s€jmaterialu no cita avota un/vai ir japarskata
procediiras. Pieméram, ja problému rada liela daudzuma tukSa IC veidoSanas, jaievero 27.-32. punktd
aprakstita procedira.”

19) C dalai pievieno $adas nodalas:

“C.47 Zivju agrino attistibas stadiju toksiskuma tests
IEVADS

1. Si testéSanas metode ir lidzvértiga ESAO testéSanas noradijumiem 210 (2013. gads). Testi, ko veic zivju agrinas
attistibas stadijas, ir paredzéti, lai noteiktu kimikaliju letalu un subletalu ietekmi uz testétajam stadijam un
sugam. Tie sniedz veértigu informaciju, ka aplést kimikaliju hronisku letalu un subletalu ietekmi uz citam zivju
sugam.

2. TestéSanas noradijumu 210 pamata ir Apvienotas Karalistes priekslikums, kas tika apspriests ESAO ekspertu
sanaksmé Medmenhama (Apvienota Karaliste) 1988. gada novembri un atjauninats 201 3. gada, lai atspogulotu
pieredzi, kas giita, izmantojot testéSanu, un ieteikumus no ESAO 2010. gada septembra semindra par zivju
toksiskuma testéSanu (1).

TESTESANAS PRINCIPS

3. Zivis agrinas attistibas stadijas tiek eksponétas dazadam tadeni izskidinatas testéjamas kimikalijas koncen-
tracijam. Prieksroka dodama caurpludes apstakliem, tomér, ja tas nav iesp&jams, pielaujami ari pusstatiski
apstak]i. Sikakai informacijai jaizmanto ESAO norazu dokuments par griiti testéjamu vielu un maisjjumu
tdenstoksiskuma testeSanu (2). Testu sak, apauglotus ikrus novietojot testa kameras, un atkariba no sugas
turpina tik ilgi, cik nepiecieSams, lai kontroles zivis sasniegtu zivju mazulu attistibas stadiju. Letdlo un
subletalo ietekmi novérté un salidzina ar kontroles vértibam, lai noteiktu zemako novérojamas ietekmes
koncentraciju (LOEC) nolika noteikt i) nenovérojamas ietekmes koncentraciju (NOEC) unfvai ii) EC,
(pieméram, EC,,, EC,;), izmantojot regresijas modeli, ar ko aplés koncentraciju, kas izraisitu x % parmainas
meritaja ietekme. ZinoSana par attiecigajam ietekmes koncentracijim un parametriem var bt atkariga no
tiesiska reguléjuma. EC, jabat testéjamo koncentraciju diapazona, lai EC, tiktu iegiits no interpolacijas, nevis no
ekstrapolacijas (definicijas sk. 1. papildinajuma).

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO KIMIKALIJU

4. Testéjama kimikalija ir t3, kas tiek testéta. Jazina testéjamas kimikalijas $kidiba Gideni (sk. §i pielikuma
A.6 nodalu) un tvaika spiediens (sk. §1 pielikuma A.4 nodalu), un jabat pieejamai tadai ticamai analitiskai
metodei kimikalijas daudzuma kvantitativai noteikSanai testa $kidumos, kuras precizitite un kvantitativas
noteikSanas robeza ir zinama un noradita zinojuma. Lai gan testu veikt nav nepiecieSams, akita toksiskuma
testa rezultati (sk. §T pielikuma C.1 vai C.49. nodalu), vélams tadi, kas veikti ar $im testam izvélétajam sugam,
var sniegt derigu informaciju.
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5. Ja ar $o testéSanas metodi test€ maisijumu, péc iespéjas jaraksturo ta sastavs, pieméram, noradot ta sastavdalu
kimisko identitati, to kvantitativo daudzumu un bitiskas ipasibas (ka iepriek§ minétas). Pirms testa metodi
izmantot maisjjuma obligatajai testéSanai, jaapsver, vai ta sniegs paredzétajam regulativajam nolikam
pienemamus rezultatus.

6. Noderiga informacija ir struktirformula, vielas tiribas pakape, $kidiba @deni, stabilitate Gdens un gaismas
iedarbiba, pK,, P, un talitéjas bionoardamibas testa rezultati (pieméram, 31 pielikuma C.4. vai C.29. nodala).

TESTA PAMATOTIBA
7. Lai tests bitu pamatots, pieméro $adus nosacfjumus:
— iz8kidusa skabekla koncentracijai visa testa laika jabat > 60 % no gaisa piesatindjuma vértibas;

— tdens temperatiira starp testa kameram vai starp secigaim dienam testa laika neviena bridi nedrikst
atSkirties vairak par = 1,5°C, un tai jabat temperatiru intervald, kas noradits attiecigajai testa sugai
(2. papildingjums);

— test€jama koncentracija obligati jaizméra analitiski;

— apaugloto ikru kopé@jai izdzivotibai un izskilSanas rezultitam kontrolgrupa un attieciga gadijuma
$kidinataju kontrolgrupa ir jabat lielakai par 2. papildinajuma noraditajiem robezlielumiem vai vienadai ar
tiem.

8. Novérojot minimalas novirzes no pamatotibas kritérijiem, sekas jaapliko kopsakara ar testa datu uzticamibu,
un $ie apsvérumi jaatspogulo zinojuma. Zinojuma jaatspogulo ietekme uz izdzivotibu, izskilSanos vai augdanu

skidinataja kontrolgrupa, tas salidzinot ar negativajiem kontroles datiem, un ta jaapspriez kopsakara ar testa
datu uzticamibu.

METODES APRAKSTS
Testa kameras

9. Var izmantot jebkadus stikla, neriisgjosa térauda vai cita kimiski inerta materiala traukus. Ta ka ir zinams, ka
silikonam piemit augsta lipofilisko vielu absorbéSanas spégja, iesp&jami javairds izmantot silikona caurulites
caurplides pétijumos un silikona blivéjumus, kas ir saskaré ar Gideni; jaiizmanto, pieméram, monobloku stikla
akvariji. Traukiem jabat pietiekami lieliem, lai tajos varétu notikt pienaciga kontroléta augSana un tiktu
uzturéta izSkidusa skabekla koncentracija (pieméram, mazam zivju sugam pietiktu ar 7 | tvertni), ka ari
atbilstiba 19. punkta noraditajiem noslogojuma kritérijiem. Testa kameras testa izpildes vieta vélams izvietot
randomizeti. Tads randomizéti izvietotu bloku plans, kur katra bloka ir parstavéta katra veida apstrade, ir
vélamaks par pilnigi randomizétu izvietojuma planu. Testa kameras jaaizsarga no nevélamiem traucgjumiem.
Testa sistémai ir velams sagatavoSanas posms, kura pirms testa organismu ielaiSanas tiek pieradits, ka
testéjamas kimikalijas koncentracijas ir stabilas ekspozicijas koncentracijas.

Sugu izvéle

10. Ieteicamas zivju sugas ir noraditas 1. tabula. Tas neizslédz citu sugu izmantosanu, bet tada gadijuma iespé&jams,
ka testa procediira japielago, lai biitu nodrosinati piemeéroti testa apstakli. Tada gadijuma sugas izvéles
pamatojums un eksperimenta metode jaatspogulo zinojuma.

Vaislas zivju turésana

11. Dati par vaislas zivju turéSanu piemérotos apstaklos ir atrodami 3. papildindgjuma un minétajas atsaucés (3),(4),

(5).
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Riko$anas ar apauglotiem ikriem, embrijiem un kapuriem

12. No sakuma apauglotus ikrus, embrijus un kapurus galvenaja trauka var eksponét mazakos stikla vai neriis§josa
térauda traukos, kas aprikoti ar sieta sanu vai galu, darot iespéjamu, ka caur tiem plist testa $kidums.
Neturbulentu plismu caur $iem mazajiem traukiem var radit, tos piekarot turétajam, kas tos kustina augsup
un lejup ta, lai organismi visu laiku bitu iegremdéti. Lasu dzimtas zivju apauglotus ikrus var balstit uz
paliktniem vai sietiem ar pietiekami lielam atverém, lai kapuri péc izskil§anas varétu tam izkrist cauri.

13. Ja galvenaja testa trauka ikru turéSanai izmanto ikru konteinerus, paliktnus vai sietus, péc kapuru izskilsanas
tie atbilsto$i 3. papildindgjuma noradém jaiznem un jaatstaj tikai sieti, kas novérs kapuru izklasanu no
traukiem. Ja kapurus parvietot nav vajadzibas, tos neeksponé gaisam un kapuru izlai§anai no ikru
konteineriem tiklu neizmanto. Sadas parvietosanas laiks ir atkarigs no sugas un jadokumenté zinojuma. Tomér
parvietoS$ana nav vienmer nepiecieSama.

Udens

14. Par testa tdeni var izmantot jebkadu ddeni, kura testa sugas uzrada pietickamu ilgtermina izdzivotibu un
augSanu (sk. 4. papildindgjumu). Ta kvalitatei testa laika jabait nemainigai. Lai nodroSinatu, ka atskaidiSanas
tdens parak neietekmé testa rezultatu (pieméram, veidojot kompleksveida savienojumus ar test&amo
kimikaliju) vai negativi neietekmé vaislas zivju raditajus, noteiktos starplaikos janem paraugi analizei. Ja
zinams, ka Gdens kvalitate ir relativi nemainiga, tad, pieméram, reizi seSos ménesos biitu javeic smago metalu
(pieméram, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), biezak sastopamo anjonu un katjonu (piemeéram, Ca?*, Mg?, Na*, K*, Cl,
SO4%), amonjaka, kopgjo hlororganisko pesticidu, kopéja organiska oglekla un suspendéto dalinu mérjjumi. Ja
zinams, ka Gdens kvalitate ir mainiga, mérfjumi javeic biezak; biezums atkarigs no kvalitates mainiguma. Dazi
pienemama at$kaidisanas fidens kimiskie parametri ir noraditi saraksta 4. papildinjuma.

Testa skidumi

15. Lai testa kameram piegadatu koncentraciju sériju, caurpliides testos ir vajadziga sistéma, kas nepartraukti
piegada un atskaida test§jamas kimikalijas vielas izejskidumu (pieméram, dozgjoais siknis, proporcionalas
atSkaidiSanas ierice, piesatinataja sistéma). Izejskidumu un atskaidiSanas tdens caurplidums testa laika
japarbauda noteiktos starplaikos, un $ie testa laika nedrikst mainities vairak ka par 10 %. Par piemérotu atzist
caurplidumu, kas lidzvértigs vismaz pieciem testa kameras tilpumiem 24 stundas (3). Tomeér, ja ievéro
19. punkta specificéto noslogojumu, lai bariba netiktu atri aizskalota, ir iesp&ams izmantot zemaku
caurplidumu, piem., 2-3 testa kameras tilpumi.

16. Izraudzitds koncentracijas testéSanas $kidumus parasti gatavo, atSkaidot izejskidumu. Izejskidumu vélams
pagatavot, testéjamo kimikaliju atkaidiSanas tdeni gluzi vienkarsi iemaisot vai taja iejaucot ar mehaniskiem
lidzekliem (pieméram, kratiSana unfvai apstrade ar ultraskanu). Piemérotas koncentracijas izejskiduma
ieglifanai var izmantot piesdtinasanas kolonnas (Skidibas kolonnas) vai pasivas dozéSanas metodes (6).
Skidinataju par neséjvielu izmantot nav ieteicams. Tomér, ja jaizmanto $kidinatajs, paraléli javeic Skidinataja
kontrole, izmantojot tadu pasu $kidinataja koncentraciju ka kimiskaja apstradg, t. i., $kidinataja limenim visas
koncentracijas, ka arT $kidinataja kontrolgrupa vélams bit vienadam. Dazam at3kaidiSanas sistémam tas var
bit tehniski griti izdarams; tada gadjjuma 3kidinataja koncentracijai $kidinataja kontrolgrupa jabit vienadai ar
augstako 3kidinatdja koncentraciju apstrades grupa. Grati test§jamam vielam jaizmanto ESAO nordzu
dokuments Nr. 23 par grati testéjamu vielu un maisijumu tdenstoksiskuma testéSanu (2). Ja izmanto
skidinataju, to izraugas atkariba no vielas kimiskajam ipasibam. ESAO norazu dokumenta Nr. 23 ir ieteikta
maksimala koncentracija 100 plfl. Lai izvairitos no $kidinatdja iesp&jamas ietekmes uz méritajiem
beigupunktiem (7), skidinataja koncentraciju ieteicams saglabat iesp&jami zemu.

17. Pusstatiskaja testa var izmantot divas atskirigas atjauno$anas procediiras. Vai nu jaunu testa skidumu sagatavo
tiros traukos un izdzivojuSos ikrus un kapurus uzmanigi parvieto uz jaunajiem traukiem, vai arl testa
organismus atstdj testa traukos, nomainot dalu (vismaz divas tre§dalas) testa $kiduma | kontroles tilpuma.
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PROCEDURA
Ekspozicijas apstakli
Tigums

18. Testu sak uzreiz péc ikru apaugloSanas, un vélams tos testa $kiduma iemérkt pirms blastodiska daliSanas
sakuma vai iesp&jami tuvu 3ai stadijai. Testa ilgums bas atkarigs no izmantotas sugas. DaZi ieteicamie ilgumi
noraditi 2. papildinajuma.

Noslogojums

19. Ar apaugloto ikru skaitu testa sakuma japietiek, lai nodrosinatu atbilstibu statistiska testa nosacfjumiem. Tos
vienmerigi izkliedé pa apstrades grupam, un uz koncentraciju izmanto vismaz 80 ikrus, ko sadala vienadi pa
vismaz Cetram replikatu testa kameram. Noslogojumam (biomasai uz testa skiduma tilpumu) jabat pietieckami
mazam, lai ikru un kapuru stadija, neizmantojot aeraciju, izskidusa skabekla koncentraciju varétu uzturét
vismaz 60 % apmeéra no gaisa piesatindgjuma vértibas. Caurplides testiem ir ieteikts noslogojums, kas
neparsniedz 0,5 g uz | mitra svara 24 stundas un neviena laika neparsniedz 5 g uz 1 kiduma (3).

Gaisma un temperatiira

20. Fotoperiods un tidens temperatiira japielago testa sugai (sk. 2. papildindjumu).

Barosana

21. Baribai un barosanai ir biitiska nozime, un ir svarigi, lai katra attistibas stadija no piemérota briza tiktu
piegadata pareiza bariba tada daudzuma, ar ko pietiek normalai augSanai. BaroSanai visos replikatos jabut
aptuveni vienadai, ja vien to nekorigé atbilstosi mirstibai. Baribas parpalikumi un féces jaiznem, lai neuzkratos
atkritumi. Detalizéti baroSanas rezimi izklastiti 3. papildinadjuma, bet atbilstosi pieredzei baribas un barosanas
reZimi tiek nepartraukti atjauninati, lai paaugstinatu izdzivotibu un optimizétu auganu. Dziva bariba bagatina
vidi, tadé] to izmanto papildus sausajai vai saldetajai baribai vai tas vieta, ja tas atbilst sugai un attistibas
stadijai.

TesteSanas koncentracijas

22. Parasti nepiecieSamas piecas testéjamas kimikalijas koncentracijas ar vismaz Cetriem replikatiem katrai koncen-
tracijai, ko citu no citas skir konstants koeficients, kur§ neparsniedz 2,2. Izraugoties testéjamo koncentraciju
diapazonu, ja pieejama, janem veéra informacija par akito testéSanu, vélams ar tas paSas sugas zivim, un/vai
par iedarbibas diapazona noteik3anas testiem (1). Tomér, izraugoties testéjamas koncentracijas diapazonu,
janem véra visi informacijas avoti, ari tadi avoti ka analogija un dati par akato toksiskumu zivju embrijiem. Ja
ir janosaka tikai empiriskas NOEC, ka galigais tests ir pielaujams robeZtests vai papladinatais robeZtests ar
mazak neka piecam koncentracijam. Ja testé mazak neka piecas koncentracijas, tas japamato. Nav jateste
test§jamas kimikalijas koncentracijas, kas parsniedz 96 stundu LC,, vai 10 mg/l, izveloties no abiem mazako
lielumu.

Kontrole

23. AtskaidiSanas Gdens kontrolei un nepiecieSamibas gadijuma 3kidinatdja, kas satur $kidinataju ka nesgjvielu,
kontrolei jabat tikai papildus testéjamas kimikalijas vielas koncentraciju sérijai (sk. 16. punktu).
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Analitisko noteikSanu un mérijjumu bieZums

24. Pirms ekspozicijas perioda sakuma janodrosina pareiza kimikalijas piegades sistémas darbiba visos replikatos
(pieméram, meérot test§jamas koncentracijas). Janosaka nepiecieSamas analitiskas metodes, tostarp attieciga
kvantitativas noteikSanas robeza (LOQ), un pietickami jazina vielas stabilitate testa sistéma. Lai raksturotu
ekspoziciju, testa laika testéjamas kimikalijas koncentracijas nosaka regularos intervalos. Noteik$anu veic
vismaz piecas reizes. Ja izmanto caurpliides sistémas, testéjamas kimikalijas analitiskos meérfjumus viena
replikata no katras koncentracijas veic vismaz reizi nedéla, replikatus sistematiski mainot. Papildu analitiskas
noteikSanas bieZi vien pavérs iesp&u uzlabot testa rezultata kvalitati. Paraugi var bat jafiltre, lai likvidétu
dalinas (pieméram, izmantojot 0,45 pm poru izméru), vai jacentrifugé, lai nodrosinatu, ka noteikSana
kimikalijai tiek veikta ista $kiduma. Lai samazinatu testéjamas kimikalijas adsorbciju, filtri pirms lietoSanas ir
japiesticina. Ja izmeéritas koncentracijas nav 80-120 % no nominalas koncentracijas, ir janosaka ietekmes
koncentracijas un tas jaizsaka salidzinajuma ar caurpliides testos izmeérito aritmétisko vidéjo koncentraciju (sk.
testa metodes C.20 6. papildindjumu par aritmeétiska vidéja aprékinasanu (8)), ka ari jaizsaka salidzindjuma ar
pusstatiskajos testos izmeérito koncentraciju geometriskajiem vidgjiem (sk. ESAO norazu dokumenta Nr. 23 par
griiti test€jamu vielu un maisjjumu tdenstoksiskuma testésanu 5. nodalu (2)).

25. Testa laika vismaz reizi nedé€|a visos testa traukos jaméra izskidusais skabeklis, pH un temperatiira, un testa
sakuma un beigas — ja tas pamatoti — salums un cietiba. Vismaz viena testa trauka velams pastavigi
uzraudzit temperatiiru.

Novérojumi

26. Embrionalas attistibas stadijas: embrionald attistibas stadija bridi, kad sikas eksponésana testéjamajai
kimikalijai, batu javerificé iespéjami precizi. To var izdarit, izmantojot pienacigi saglabatu un notiritu ikru
reprezentativu paraugu.

27. IzskilSanas un izdzivotiba: novérojumi par izskilsanos un izdzivotibu jaizdara vismaz reizi diend, un skaits
japrotokolé. Ja agrina embriju attistibas stadija (t. i, pirmaja vai otraja testa diena) uz ikriem novéro pelgjumu,
skartos ikrus saskaita un iznem. Nedzivie embriji, kapuri un zivju mazuli jaiznem, tiklidz tie pamaniti, jo tie
var strauji sadalities vai citas zivis tos var saskaidit. Nedzivos Ipatnus iznemot, loti jaraugas fiziski netraumét
blakus eso3os ikrus/kapurus. Naves pazimes atskiras atkariba no sugas un attistibas stadijas. Pieméram:

— apauglotiem ikriem: jo ipasi agrinas stadijas — izteikts gaismas caurlaidibas zudums un krasas maina, ko
rada olbaltumvielu koagulacija unfvai izgulsnéSanas, ka dé] tie klast balti un necaurredzami;

— embrijiem, kapuriem un zivju mazuliem: nekustigums un/vai elpoSanas kustibu neesiba, un/vai
sirdsdarbibas neesiba, un/vai nereagé$ana uz mehanisku kairinajumu.

28. Anormals izskats: anormalas kermena formas kapuru vai zivju mazulu skaits japrotokolé pietickamos
starplaikos atkariba no testa ilguma un aprakstitas anomalijas. Janem véra, ka anormali kapuri un zivju mazuli
ir sastopami daba un ka dazam sugam to daudzums kontrolgrupa(-as) var sasniegt vairakus procentus. Ja
deformacijas un ar tam saistita anormala uzvediba ir uzskatama par tik smagu, ka tas organismam rada
ievérojamas ciesanas, un ir attistjjusies tik talu, ka organisms neatkopsies, organismu no testa iznem. Sadus
dzivniekus eitanazé un turpmaka datu analizé uzskata par mirstibas gadijumiem. Lielakajai dalai sugu, kuras
iesaka izmantot 3aja testa metodé (9), (10), (11), (12), ir dokumentéta normala embrionala attistiba.

29. Anormala izturéSanas: anomalijas, pieméram, hiperventilacija, nekoordinéta peldésana, netipisks mierigums
un netipiska baroSanas, jaregistré atkariba no testa ilguma pietickamos starplaikos (pieméram, reizi diena
siltidenu sugam). Sadas novérotas ietekmes, lai gan griti kvantific§jamas, var palidzét interpretét mirstibas
datus.
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30. Svars: Svars: testa beigas, nemot par pamatu replikatus, visas izdzivojusds zivis sver (noradot dzivnieku
skaitu replikata un vidgjo dzivnieka svaru): priek$roku dod mitrajam svaram (nosusinatiem dzivniekiem),
tomer var zinot ari datus par saussvaru (13).

31. Garums: testéSanas beigas méra individualo garumu. leteicams ir kopgjais garums, tomer astes spuras
triidéSanas vai spuru erozijas gadijuma var izmantot standartgarumu. Visam zivim konkrétaja testa izmanto
vienu un to pasu metodi. Individa garumu var izmérit, pieméram, ar bidméru, digitalo fotoaparatu vai
kalibrétu 1écas mikrometru. Tipiskie minimalie garumi ir definéti 2. papildindjuma.

DATI UN PARSKATS

Rezultatu apstrade

32. Ja zinojuma jaatspogulo NOEC, ieteicams, lai eksperimenta plans un izvélétais statistiskais tests nodrosinatu
pietickamu jaudu (80 % vai vairak), lai varétu noteikt biologiski nozimigas izmainas beigupunktos. Koncen-
traciju ar nozimigu ietekmi un parametru zinosanu var regulét normativie akti. Ja zinojuma jaatspogulo EC,,
eksperimenta planam un izvélétajam regresijas modelim ir janodrosina EC, noteik$ana ta, lai (i) zinojuma
atspogulotais EC, 95 % ticamibas intervala nebatu nulle un lai tas nebatu parak liels, (i) paredzétas vidgjas
vertibas EC_ 95 % ticamibas intervala nebiitu kontroles vidéja aritmetiska vertiba; (iii) regresijas modelis nebatu
bitiski neatbilstigs. Neatkarigi no ta, kuru no abam pieejam izmanto, ir jaidentificé procentualas parmainas
katram beigupunktam, ko ir svarigi noteikt vai aplést. Eksperimenta plans jaizstrada ta, lai tas batu iesp&ams.
Ja iepriek$ aprakstitie nosacijumi EC_ noteikSanai nav izpilditi, ir jaizmanto NOEC pieeja. Maz ticams, ka
visiem beigupunktiem procentuala parmaina biis vienada, nav ticams ari, ka izstradas paveicamu
eksperimentu, kur§ atbilstu $iem nosacjjumiem attieciba uz visiem beigupunktiem, tapéc, lai eksperimentu
izstradatu pareizi, galvena uzmaniba ir japievers beigupunktiem, kas ir svarigi konkrétajam eksperimentam. 5.
un 6. papildinajuma attieciba uz katru pieeju ir pieejamas tadas statistiskas plismas diagrammas un norades,
kas palidz apstradat datus un izvéleties lietoSanai vispiemérotako statistisko testu vai modeli. Var izmantot
citas statistiskas pieejas, ja tas ir zinatniski pamatotas.

33. Variacijas biis jaanalizé katras replikatu kopas ietvaros, izmantojot dispersijas analizi vai kontingences tabulu,
un atbilstosas statistisko analizu metodes jabalsta uz $adu analizi. Lai individualas koncentracijas pa daudziem
faktoriem salidzinatu ar kontrolu rezultatiem, nepartrauktam atbildreakcijam ir ieteicams descendents
Dzonkhira-Terpstra vai Viljamsa tests, bet dihotomam reakcijam, kas atbilst monotonai reakcijai uz koncen-
traciju, ja nav pieradijumu par ekstrabinominalo dispersiju (14) — descendents Kohrana-Armitaza tests. Ja ir
pieradijumi par ekstrabinominalo dispersiju, ir ieteicama Kohrana-Armitaza testa Rao-Skota modifikacija (15)
(16) vai Viljamsa vai Daneta (péc arcsin-kvadratsaknes transformacijas), vai DZonkhira-Terpstra tests, ko
pieméro replikatu dalam. Ja dati neatbilst monotonai atbildreakcijai uz koncentraciju, nepartrauktam
atbildreakcijam var noderét Daneta, Danna, vai Manna-Vitnija metode, bet dihotomam atbildreakcijam —
Fiera precizais tests (14) (17) (18). Izmantojot jebkuru statistisko metodi vai modeli, ir jartpéjas, lai tiktu
izpilditi §is metodes vai modela nosacijumi (pieméram, aplésta un tad eksperimenta plana un izvélétaja testa
vai modeli véra pemta mainiba starp dazadam kameram). Janovérté, vai datiem ir normalsadalijums, un
5. papildinajuma ir izklastits, ka rikoties ar ANOVA atlikumiem. 6. papildindjums apliko papildu apsvérumus
regresijas piecjai. Jaapsver, vai neizmantot transformacijas, kas nodroSina atbilstibu statistiska testa
nosacfjumiem. Tomér transformacijas, ar ko pielago regresijas modeli, ir jaizdara loti rapigi, jo, pieméram,
25 % parmaina atbildreakcija pirms datu transformacijas neatbilst 25 % parmainai transformétaja
atbildreakcija. Analizes vieniba un eksperimenta vieniba visas analizés ir testa kamera, nevis atseviskas zivis, un
tas ir jaatspogulo gan hipotéZu testos, gan regresija (3) (14) (19) (20).
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Testesanas parskats
34. TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:

Testgjama kimikalija:

Vienas sastavdalas viela

— fiziskais izskats, $kidiba Gideni un papildu bitiskas fizikalkimiskas ipasibas;

— kimiska identifikacija, pieméram, IUPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai InChl kods,
struktiirformula, tiribas pakape, attieciga gadijuma un cik praktiski iespéjams — piemaisjjumu kimiska
identitate, utt. (attieciga gadijuma ari organiska oglekla saturs).

Daudzkomponentu viela, UVCB un maisjjumi:

— lespéjami raksturota, pieméram, noradot sastavdalu kimisko identitati (sk. ieprieks), kvantitativo daudzumu
un batiskas fizikalkimiskas ipasibas.

Testa sugas:

— zinatniskais nosaukums, linija, izcelsme un apaugloto ikru ievaksanas metode un turpmaka riciba ar tiem.
Testa apstakli:

— izmantota testa metode (pieméram, pusstatiska vai caurpliides, noslogojums);

— fotoperiods(-);

— testa plans (pieméram, testa kameru un replikatu skaits, ikru skaits replikata, testa kameras materials un
lielums (augstums, platums, tilpums), @idens tilpums testa kamera);

— izejskiduma pagatavosanas metode un atjauno$anas biezums (ir janorada skiSanu veicinosa viela, ja to lieto,
un tas koncentracija);

— testéjamas kimikalijas dozésanas metode (pieméram, siikni, atSkaidiSanas sistémas);

— metodes atgiistamibas efektivitate un nominalas testéjamas koncentracijas, kvantitativas noteik$anas robeza,
meérijumu videjas vertibas un standartnovirzes testa traukos, un metode, ar ko tas iegiitas un pieradijums,
ka mérjjumi raksturo testéjamas kimikalijas koncentracijas ista $kiduma;

— atskaidiSanas adens raksturlielumi: testa vides pH, cietiba, temperatiira, izskidusa skabekla koncentracija,
atlikumu hlora [imeni (ja mériti), kopéjais organiskais ogleklis (ja merits), suspendétas dalinas (ja méritas),
salums (ja merits) un citi izdaritie mérijumi;

— {dens kvalitate testa traukos: pH, cietiba, temperatiira un iz§kidusa skabekla koncentracija,

— sika informacija par baro$anu (pieméram, baribas veids(-i), avots, dotais daudzums un biezums).

Rezultati, kas zinojuma atspoguloti atseviski (vai uz replikatu pamata) un ka vidgjais lielums un attiecigi varidcijas
koeficienti Sadiem beigupunktiem:

— pieradijumi, ka kontrolgrupa atbilst testa sugas vispargjam izdzivotibas pienemamibas standartam
(2. papildingjums),

— dati par mirstibu katra stadija (embriju, kapuru un zivju mazulu) un kumulativa mirstiba;

— dienas lidz izskilsanas bridim, katru dienu izskiluSos kapuru skaits un izskilsanas beigas;

— veselu zivju skaits testa beigas;

— dati par izdzivojuso dzivnieku garumu (noradit standartgarumu vai kopéjo garumu) un svaru;
— morfologisko anomaliju biezums, apraksts un skaits, ja tadas ir,

— ietekmju uz izturéSanos biezums, apraksts un skaits, ja tadas ir,
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— statistiskas analizes pieeja (regresijas analize vai dispersijas analize) un datu apstrade (statistiskais tests vai
izmantotais modelis);

— katrai novertétajai atbildreakcijai nenovérojamas ietekmes koncentracija (NOEC);

— katrai noveértétajai atbildreakcijai zemaka novérojamas ietekmes koncentracija (LOEC) (ar p = 0,05);

— attieciga gadijuma katrai noveértétajai atbildreakcijai EC, un ticamibas intervali (piem., 90 % vai 95 %) un
tas aprekinaSanai pielagota modela grafiks, devas — atbildreakcijas liknes slipums, regresijas modela
formula, léstie mode]a parametri un to standartklida.

Atkapes no testa metodes.

Rezultatu izvertgjums, tostarp tas, ka testa iznakumu ietekmg jebkadas novirzes no testa metodes.

1. tabula

TestesSanai ieteicamas zivju sugas

SALDUDENS UPJU GRIVU UN JURAS ZIVIS
Oncorhynchus mykiss Cyprinodon variegatus
Varaviksnes forele Karpzobveidigo zivju suga
Pimephales promelas Menidia sp.
Melngalvas mailite Saldiidens menidija

Danio rerio
Zebrzivs

Oryzias latipes
Risa zivs vai medaka

LITERATORA

(1) OECD (2012), Fish Toxicity Testing Framework, Environmental Health and Safety Publications Series on
Testing and Assessment No.171, OECD, Paris.

(2) OECD (2000), Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and Mixtures, Environ-
mental Health and Safety Publications, Series on Testing and Assessment. No. 23, OECD Paris.

(3) ASTM (1988), Standard Guide for Conducting Early Life-Stage Toxicity Tests with Fishes. American Society for
Testing and Materials, E 1241-88. 26 pp.

(4) Brauhn, J.L. and R.A. Schoettger (1975), Acquisition and Culture of Research Fish: Rainbow trout, Fathead
minnows, Channel catfish and Bluegills, Ecological Research Series, EPA-660/3-75-011, Duluth, Minnesota.

(5) Brungs, W.A. and B.R. Jones (1977), Temperature Criteria for Freshwater Fish: Protocol and Procedures,
Ecological Research Series EPA-600/3-77-061, Duluth, Minnesota.

(6) Adolfsson-Erici, et al. (2012), A flow-through passive dosing system for continuously supplying aqueous
solutions of hydrophobic chemicals to bioconcentration and aquatic toxicity tests, Chemosphere 86, 593-599.

(7) Hutchinson, T.H. et al. (2006), Acute and chronic effects of carrier solvents in aquatic organisms: A critical
review, Aquatic Toxicology, 76, 69-92.

(8) Chapter C.20 of this Annex, Daphnia magna Reproduction Test.



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112/299

(9) Hansen, D.J. and P.R. Parrish (1977), Suitability of sheepshead minnows (Cyprindon variegatus) for life-cycle
toxicity tests, In Aquatic Toxicology and Hazard Evaluation (edited by F.L. Mayer and J.L. Hamelink), ASTM
STP 634.

(10) Kimmel, H. B.et al. (1995), Stages of embryonic development of the zebrafish. Developmental Dynamics,
203:253-310.

(11) Gonzalez-Doncel, M. et al (2005), A quick reference guide to the normal development of Oryzias latipes
(Teleostei, Adrinichthydae) Journal of Applied Ichthyology, 20:1-14.

(12) Devlin, EW. et al. (1996), Prehatching Development of the Fathead Minnow, Pimephales promelas Rafinesque.
EPA[600/R-96/079. USEPA, Office of Research and Development, Washington, D.C..

(13) Oris, J.T., S.C. Belanger, and AJ. Bailer, (2012), Baseline characteristics and statistical implications for the
OECD 210 Fish Early Life Stage Chronic Toxicity Test, Environmental Toxicology and Chemistry 31; 2, 370 -
376.

(14) OECD (2006). Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application,
Environmental Health and Safety Publications Series on Testing and Assessment No.54, OECD, Paris.

(15) Rao, ].NK. and AJ. Scott (1992), A simple method for the analysis of clustered binary data, Biometrics 48,
577-585.

(16) Rao, J.N.K. and AJ. Scott (1999), A simple method for analyzing overdispersion in clustered Poisson data,
Statistics in Medicine 18, 1373-1385.

(17) Dunnett C. W. (1955), A multiple comparisons procedure for comparing several treatments with a control,
Journal of Ameican Statistical Association, 50, 1096-1121.

(18) Dunnett C. W. (1964), New tables for multiple comparisons with a control. Biometrics, 20, 482-491.

(19) Rand, GM. and SR. Petrocelli (1985), Fundamentals of Aquatic Toxicology. Hemisphere Publication
Corporation, New York.

(20) McClave, J.T., J.H. Sullivan and J.G. Pearson (1980). Statistical Analysis of Fish Chronic Toxicity Test Data,
Proceedings of 4th Aquatic Toxicology Symposium, ASTM, Philadelphia.



L 112/300 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 28.4.2017.

1. papildinajums

DEFINICIJAS

Garums lidz astes spurai: attiecas uz garumu no purna gala lidz astes spuras galam un to izmanto zivim, kuram
griiti noteikt, kur beidzas mugurkauls (www.fishbase.org)

Standartgarums: attiecas uz zivs garumu, kas nomérits no purna gala lidz pédéja skriemela muguréjam galam vai
astes pamatnes sanu viduslinijas mugurgjai dalai. Vienkarsi sakot, $aja mérijjuma nenem véra astes spuras garumu.
(www.fishbase.org)

Kopégjais garums: attiecas uz zivs garumu, kas nomérits no purna gala lidz astes spuras talakajam galam, un to
parasti méra, abas puses saspiezot pa vidusliniju. Tas ir taisnas linijas mérijums, ko neméra pa kermena izliekuma
linjju (www.fishbase.org)

1. attels

Dazadu garuma lietojumu raksturojums

fommmmmmm e e Standarta garums --------------=

Garums lidz astes
spuras |
Kop@jais garums  ______________________ :

Kimikalija: viela vai maisijums.

EC,: (ietekmes koncentracija x % ietekmei) ir koncentracija, kas konkrétaja ekspozicijas perioda salidzinajuma ar
kontrolgrupu izraisa x % ietekmi uz testa organismiem. Pieméram, ES,, ir aplésta koncentracija, kas definétaja
ekspozicijas perioda ietekmé testa beigupunktu 50 % no eksponétas populacijas.

Zemaka novérojamas ietekmes koncentracija (LOEC) ir testéjamas kimikalijas zemaka testéta koncentracija, pie
kuras, salidzinot ar kontroli, kimikalijai ir novérota statistiski nozimiga ietekme (pie p < 0,05). Tomér visam
testéjamam koncentracijam, kas parsniedz LOEC, jauzrada kaitiga iedarbiba, kura ir vienada vai lielaka par to, kas
novérojama pie LOEC. Ja $os abus nosacijumus nevar nodrosinat, izsmelosi japaskaidro, kapéc izraudzita $ada
LOEC (un tadgjadi NOEC). Noradijumi sniegti 5. un 6. papildinajuma.

Nenovérojamas ietekmes koncentracija (NOEC) ir testéjama koncentracija, kura ir tiesi zemaka par LOEC un
kurai noteikta iedarbibas perioda salidzinajuma ar kontroli nav statistiski nozimigas ietekmes (p < 0,05).

UVCB: vielas ar nezinamu vai mainigu sastavu, kompleksi reakcijas produkti vai biologiskie materiali.
IUPAC: Starptautiska Teorétiskas un lietiskas kimijas savieniba.

SMILES: Vienkar3otas molekularo datu ievades linearas izteiksmes sistéma
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2. papildingjums

TESTA NOSACIJUMI, ILGUMS UN IZDZIVOTIBAS KRITERIJI IETEICAMAJAM SUGAM

SUGA

TESTA NOSACTJUMI

IETEICAMAIS TESTA ILGUMS

Tipiskais minimalais
vidgjais kopéjais
kontroles zivju

KONTROLGRUPAS IZDZIVOTIBA (mini-
mums)

e _ F iod arums pétijuma e = _ Pécizskilsana I-
Temperatiira (°C) Salums (°/,,) (()sttouprfé:;) s gbeigas (I;nrri) 0 Iz3kil§anas rezultats ecizsk tsgtr;as rezu

Saldiidens:
Oncorhynchus mykiss 10+ 1.5() 12-16 (%) 2 nedélas péc tam, kad 40 75 %. 75 %.
Varaviksnes forele kontrolgrupa brivi baroju-

sies (vai 60 dienas péc iz-

skilsanas)
Pimephales promelas 25+1,5 16 32 dienas no testa sakuma 18 70 %. 75 %.
Melngalvas mailite (vai 28 dienas péc izskilsa-

nas)
Danio rerio 26+ 1,5 12-16 (% 30 dienas péc izskilsanas 11 70 %. 75 %.
Zebrzivs
Oryzias latipes 25+ 2 12-16 (%) 30 dienas péc izskilsanas 17 80 %. 80 %.
Risa zivs vai medaka
Upju grivu un jiiras zivis
Cyprinodon variegatus 25+ 1,5 15-35 () 1216 (4 32 dienas no testa sakuma 17 75 %. 80 %.
Karpzobveidigo zivju suga (vai 28 dienas péc iz3kil3a-

nas)
Menidia sp. 22-25 15-35 (%) 13 28 dienas 20 80 %. 60 %.

Saldiidens menidija

Apzimejumi

(") Tipiskais minimalais vidgjais kop&jais garums nav deriguma kritérijs, bet attieciba uz novirzu vértibam, kas nesasniedz attéla noradito vértibu, riipigi japarbauda testa jutigums. Minimalo vidéjo kopgjo
garumu atvasina no attiecigaja bridi pieejamu datu kopas.
() Sakara ar konkréto izmantoto varaviksnes foreles liniju var biit nepiecieSamas citas temperatiras. Vaislas zivis jatur tada pasa temperatiira, ka tas, ko izmanto ikriem. Sanemot ikrus no komerciala audze-

t3ja, tiem pé&c ierasanas ir nepiecieSama islaiciga adaptésanas (pieméram, 1-2 h) testa temperatira.

(}) Kapuriem lidz vienai nedélai péc izskilsanas tumsa, iznemot parbaudes brizus, péc tam visa testa laika samazinats apgaismojums (12-16 stundu fotoperiods)®.
(*) Visos testa apstaklos gaismas rezimam jabit konstantam.

(}) Visos testos tas jaievéro + 2°/,,.
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3. papildinajums

TESTESANAI IETEICAMAS ZIVJU SUGAS

SUGA

BARIBA (*)

Vaislas zivis

Tikko izskilusies kapuri

Mazuli

Veids

Biezums

PECIZSKILSANAS
PAREJAS LAIKS

LAIKS LIDZ PIRMAJAI
BAROSANAI

Saldadens:

Oncorhynchus mykiss
Varaviksnes forele

forelu bariba

Nepieméro (%)

forelu pirma bariba
BSN

2-4 barosanas reizes
diena

14-16 dienas péc iz-
8kilsanas vai pie uzpel-
désanas (nav batiski)

19 dienas péc izskilsanas
vai pie uzpeldésanas

Pimephales promelas
Melngalvas mailite

BSN, parslveida bariba
FBS

BSN

BSN48, parslveida ba-
1iba

2-3 reizes diena

kad izskilsanas ir 90 %

2 dienas péc izskilsanas

Danio rerio
Zebrzivs

BSN, parslveida bariba

Tirdznieciba pieejama
kapuru bariba, vien-
$tni (), proteins ()

BSN48, parslveida ba-
riba,

BSN vienreiz diena;
parslveida bariba div-
reiz diena

kad izgkilsanas ir 90 %

2 dienas péc izskilsanas

Oryzias latipes
Risa zivs vai medaka

parslveida bariba

BSN, parslveida bariba
(vai vien3iini vai virpo-
taji)

BSN48, parslveida ba-
riba (vai virpotaji)

BSN reizi diena; parsl-
veida partika divreiz
diena vai parslveida ba-
riba un virpotaji vien-
reiz diend

Nav piemeérojams

6-7 dienas péc narstosa-
nas

Upju grivu un jiiras zivis:

Cyprinodon varieqatus | BSN, parslveida bariba | BSN BSN48 2-3 barosanas reizes Nav piemérojams 1 diena péc izskilsanas/
Karpzobveidigo  zivju | FBS diena uzpeldésanas

suga

Menidia sp. BSN48, parslveida ba- | BSN BSN48 2-3 baroSanas reizes Nav piemérojams 1 diena péc izskilsanas/

Saldiidens menidija

riba

diena

uzpeldésanas

Apzimejumi

(*) Bariba jadod lidz sata sajutai Baribas parpalikumi un féces jaiznem, lai izvairitos no atkritumu uzkrasanas
FBS  saldétas pieaugusas okeana garneles, Artemia sp

BSN

nauplija stadijas okeana garneles; tikko izskilusas
BSN48 nauplija stadijas okeana garneles; 48 stundas vecas

() kapuri dzeltenummaisa stadija nav jabaro

() filtréts no barotnes

(9 granulas no fermentésanas procesa

70€lTIT 1
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4. papildinajums
DAZAS PIENEMAMA ATSKAIDISANAS UDENS KIMISKAS IPASIBAS
Sastavdala Robezkoncentracija
Dalinas 5 mg/l
Kopéjais organiskais ogleklis 2 mg/l
Nejonizéts amonjaks 1 pgfl
Atlikusais hlors 10 pg/l
Kopgjie fosfororganiskie pesticidi 50 ng/l
Kopéjie hlororganiskie pesticidi un polihlorbifenili 50 ngl
Kopégjais organiskais hlors 25 ngl
Aluminijs 1 pgfl
Arséns 1 pgfl
Hroms 1 pgfl
Kobalts 1 pgfl
Vars§ 1 pgfl
Dzelzs 1 pgfl
Svins 1 pgfl
Nikelis 1 pgfl
Cinks 1 ngfl
Kadmijs 100 ng/l
Dzivsudrabs 100 ng/l
Sudrabs 100 ng/l
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5. papildinajums
STATISTISKAS NORADES NOEC NOTEIKSANAI

Visparigi noradijumi

Analizes vieniba ir replikata tvertne. Tadgjadi pastavigiem mérfjumiem, pieméram, izméram, aprékina replikata
vidgjo vértibu vai medianu un analiz&amie dati ir §is replikatu vertibas. Japierada izmantoto testu jauda, vélams,
izmantojot pietiekamus vésturiskus datus katrai laboratorijai. Attieciba uz katru beigupunktu kopa ar izmantojamo
statistisko testu janorada izméra ietekme, ko iesp&jams detektét ar 75-80 % jaudu.

Datubazes, kas $is testa metodes izstrades laika pieejamas, ir noteikts, kadu jaudu var iegiit ar ieteicamajam statisti-
skajam procediiram. Katrai atseviskai laboratorijai tas spé&ja $o prasibu attieciba uz jaudu izpildit ir japierada, vai nu
veicot padai savu jaudas analizi, vai pieradot, ka nevienai atbildreakcijai variacijas koeficients (CV) neparsniedz $is
testéSanas vadlinijas izstradé izmantoto CV 90. procentili. Sie variaciju koeficienti atrodami 1. tabula. Ja pieejamas
tikai replikatu vidéjas vértibas vai medianas, replikata CV var nepemt véra.

1. tabula

90. procentiles CV izvélétajam saldiidens sugam

Suga Atbildreakcija CV_starp replikatiem CV_replikatos
Varaviksnes forele Garums 17,4 9,8
Svars 10,1 28
Melngalvas mailite Garums 16,9 13,5
Svars 11,7 38,7
Zebrzivs Garums 43,7 11,7
Svars 11,9 32,8

Gandriz visu laboratorisko toksikologijas pétijumu vértéSanai izmantoto statistisko testu uzdevums ir apstrades
grupas salidzinat ar kontroli. Tapéc nav pamata sagaidit nozimigu ANOVA F-testa rezultatu, pirms nav lietots
Daneta vai Viljamsa tests vai nozimigu Kruskala-Valisa testa rezultatu, pirms nav lietots DZonkhira-Terpstra,
Manna-Vitnija vai Danna tests (Hochberg and Tamhane 1987, Hsu 1996, Dunnett 1955, 1964, Williams 1971, 1972,
1975, 1977, Robertson et al. 1988, Jonckheere 1954, Dunn 1964).

Daneta testa ir iestradata kardinalitates korekcija un, ja par vartzini izmanto F-testu, tiek negativi ietekméti ta
pseidopozitivie un pseidonegativie rezultati. Lidzigi, descendenta Viljamsa un DZonksira-Terpstra testa, kur katra
soli izmanto bitiskuma limeni 0,05, saglabajas visparéjs pseidopozitivu rezultatu limenis 5 %, un $is limenis, ka ar
testu jauda tiek ietekméta negativi, ja ka vartzini lieto F-testu vai Kruskala-Valisa testu. Manna-Vitnija un Danna
testi ir jakorigé atbilstosi kardinalitatei, un ieteicams veikt Bonferoni-Holma korekciju.

Lielaka dala ieteikumu hipotézu parbaudei un 3o testu pamata esoSo pienémumu verifikacijai ir siki izskatiti OECD
materiala (2006), kas satur ari plasu bibliografiju.
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Kontrolu apstrade, ja izmanto Skidinataju

Ja izmanto 3kidinatdju, ir jaizmanto gan at3kaidiSanas ddens kontrole, gan $kidinataja kontrole. Abas kontroles
jasalidzina, vértgjot katru atbildreakciju, un, ja butiska atskiriba starp kontrolém netiek konstatéta, tas jakombiné

statistiskai analizei. Pretéja gadijuma NOEC noteiksanai vai EC, aprékiniem ir jaizmanto $kidinataja kontrole, bet
tdens kontrole nav jaizmanto. Sk. validitates kritériju ierobeZojumu (7. punkts).

Ar T-testu vai Manna-Vitnija testu, izmantojot garumu, svaru, izskiluos ikru dalu un kapuru mirstibu vai
anormalu kapuru dalu, ka ari izskilSanas vai uzpeldésanas pirmo vai pédéjo dienu (bitiskuma limenis 0,05) un
ignorgjot visas apstrades grupas, salidzina Skiduma @idens kontroli un skidinataja kontroli. So testu rezultati
jaatspogulo zinojuma.

Izmeéru mérijumi (garums un svars)

Atsevisku zivju garuma un svara vértibu sadaljjums var biit normals vai logaritmiski normals. Gan viena, gan otra
gadijuma atbilstosi centralo robezvértibu teorémai un saskana ar datiem no vairak neka 100 ELS pétijumiem, kas
veltiti trijam saldidens sugam, replikatu vidéo aritmétisko vértibu sadalijums parasti bis normalsadalijums.
Alternativi, ja dati vai vesturiskas datubazes liecina, ka atsevisku zivju izméra sadalijums ir logaritmiski normals,
var aprékinat atsevisko zivju veértibu replikatu vidgjo logaritmu, un analizéjamie dati tad var biit 3o replikatu vidgjo
logaritmu antilogaritmi.

Janovérté datu atbilstiba normalsadaljumam un dispersijas homogenitatei. Saja nolika ir jaizmanto ANOVA
modela atlikumi ar koncentraciju ka vienigo skaidrojo$as klases mainigo. Var veikt vizualu noteik§anu, izmantojot
izkliedes diagrammas un histogrammas vai stumbra-lapu diagrammu. Var izmantot ari formalu testu, pieméram,
Sapiro-Vilka vai Andersona-Darlinga testu. Atbilstibu dispersijas homogenitatei var novértét, vizuali izpétot to pasu
izkliedes diagrammu vai formali, izmantojot Lévena testu. Normalitate un dispersijas homogenitate ir janovérté
tikai parametriskiem testiem (pieméram, Viljams, Danets).

Uzmaniba ir japiever§ iesp&jamajam izleco$am vértibam un to ietekmei uz analizi. Var izmantot Tukey izlecoSo
vértibu parbaudi un to pasu ieprieks aprakstito atlikumu diagrammu vizualu parbaudi. Jaatceras, ka novérojumi ir
par visiem replikatiem, tapéc izlecosa vértiba no analizes jaizslédz tikai péc riipigas apsversanas.

Statistiskie testi, kas izmanto eksperimenta plana un biologisko prognozu Tpasibas, ir descendenti trenda testi,
pieméram, Viljamsa un DZonkhira-Terpstra. Sajos testos piepem, ka koncentracija—atbildreakcija ir monotona, un
vérté datu atbilstiba $im piepémumam. To var izdarit vizuali, izmantojot replikatu vidgjo aritmétisko vértibu pret
testgjamo koncentraciju izkliedes diagrammu. Bis noderigi So izkliedes diagrammu salidzinat ar segmentétu linearu
diagrammu, kura ir savienotas péc replikatu paraugu izmeéra svértas koncentraciju vidéjas aritmétiskas vértibas. Ja §1
segmentéta linedra diagramma stipri novirzas no monotonijas, tas var liecinat, ka var bt jaizmanto testi bez
trenda. Var izmantot ari formalus testus. Vienkar$s formals tests ir aprékinat koncentracijas vidéjo aritmétisko
vértibu linedros un kvadratiskos kontrastus. Ja kvadratiskais kontrasts ir nozimigs, bet linearais kontrasts nav
nozimigs, tas liecina, ka monotonija, iesp&jams, ir problematiska, kas ir papildus jaizvérte, izmantojot diagrammas.
Ja ir japarbauda normalitate vai dispersijas homogenitate, Sos kontrastus var konstruét, izmantojot datus, kas ir
transforméti atbilstosi hierarhijai. Var izmantot alternativas procediiras, pieméram, Bartolomji testu monotonijas
noteikSanai, tacu tas palielina komplicétibu.
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2. attels

NOEC izmeéru merfjumu diagramma (garums un svars)

Ar partrauktu linjju ir ieziméti 1. un p&dejas dienas vai anormalu kapuru izskilsanas vai uzpeldésanas (*) celi

Vai replikatu vidéjas vértibas

Vai dati konsekventi atbilst monotonai koncentracijas atbildreakcijai?

T Né

Vai replikatu vidéjas vértibas

normalas/homogénas? _normalas?
-_— B — T —
Ja . Ne Ja Né
' . | |
|  Descendents Transformét par normalu, Vai dispersija Normaliz&josa
— s ) a
iljamsa vai S g
‘ M J Y homogénu? ir vienada? transformacija?
DzZonkhira e e Py
— it — — oo - B
— o W—
I ) = a Ne a Né
Ja Né J _ J

L | & . = /

Dispersiju stabiliz&josa

',_\..
-

Ja efekts % NOEC ir liels vai efekts

% LOEC ir mazs, tad mégina ECx [

E Descendents DZonkhira r

4

transformacija? .
Daneta — \\x - . o
/ - Sy +  Danna vai Manna-Vitnija
|— Ja Ne : tests :

(* Sis atbildreakcijas nekad neatbilst parametrisko analizu vai modeju pienémumiem

Ja vien dati atbilst o testu nosacfjumiem, NOEC nosaka, descendenti piemérojot Viljamsa vai DZonkhira-Terpstra
testu. OECD (2006) sniedz sikaku informaciju par $im procediiram. Ja dati neatbilst descendenta trenda testa
nosacijumiem, var izmantot Daneta testu vai Tamheina-Daneta (T3) testu, katra no kuriem ir iestradatas kardina-
litates korekcijas. Sajos testos ir pienémums par normalsadalijumu, bet Daneta gadijuma ari par dispersijas
homogenitati. Ja Sie nosacfjumi nav izpilditi, var izmantot Danna neparametrisko testu. OECD (2006) satur
detalizétu informaciju par visiem $iem testiem. 2. attéla ir sniegts parskats, ka izvéléties nepiecieSamo testu.

Ikru izskil$anas un kapuru izdzivosana

Dati norada, kida dala ikru individualajos replikatos izskilusies vai kida dala kapuru tajos izdzivojusi. Sis dalas ir
jaizverté attieciba uz ekstrabinominalo dispersiju, kas $ados mérfjumos ir sastopama bieZzi, tomér nav universala.
Diagramma 3. attela ir norades testa izvélei; sikaku aprakstu sk. teksta.

Parasti izmanto divus testus. Tie ir Tarones C(a) tests (Tarone, 1979) un hi kvadrata tests, ko katru pieméro atseviski
katrai testéjamajai koncentracijai. Ja kaut viena testéjamaja koncentracija tiek konstatéta ekstrabinominala dispersija,

jaizmanto metodes tas reguléSanai.

1. formula

Tarones C (a) tests (Tarone 1979)

X

(5= 9)?
Z)’il - E:il L

p(- P)

{2 >y - 1)}1/2

7 =
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kur p ir proporcijas vidgja aritmétiska vértiba dotaja koncentracija, m ir replikatu tvertnu skaits, n; ir subjektu
skaits replikata j, un x; ir reaggjuso, t. i. neizskiluSos vai miruo, subjektu skaits replikata. So testu pxemero katrai
koncentracijai atsev1sk1 So testu var uzskatit par pielagotu hi-kvadrata testu, tacu Tarones veiktas ierobeZotas
jaudas simulacijas paradl}a, ka ta jauda ir lielaka neka hi kvadrata testam.

3. attéls

NOEC ikru skilsanas un kapuru mirstibas diagramma.

Are data (*) consistent with a monotone concentration-response?
—
—
.‘_"_—‘_'_'_ _‘_—\_.___h“
Yes | No
C(a) or chi-squared Test for extra- Data normally distributed, homogenous
binominal Variance significant? after arc-sin square-root transform?
Yes ) No Yes | No J
Step-down Rao-Scott | | Step-down Cochran- ] Dunnett test Dunn test or Mann-
Cochran-Armitage or Armitage or Jonckheere test Whitney
Jonckheere test or, after arc- or, after arc-sin square-root
sin square-root transforrn, transform, Williams test
Williams test
\ J

() Data are replicate proportion.

Ja nav biitisku pieradijumu ekstrabinominalai dispersijai, var izmantot Kohrana-Armitaza descendenta testu. Sis
tests nenem vera replikatus, tapéc, ja eksisté $adi pieradijumi, tiek ieteikta Kohrana-Armitaza testa (RSCA) Rao-
Skota korekcija, kas nem véra replikatus, replikatu izmérus un ekstrabinominalo dispersiju. Alternativi testi ir
descendenti Viljamsa un DZonkhira-Terpstra testi un Daneta tests, kas aprakstits attieciba uz izméru mérijjumiem.
Sie testi ir izmantojami gan gadijumos, kad ir vérojama ekstrabinomiala mainiba, gan gadijumos, kur tadas nav,
taCu to jauda ir mazliet zemaka (Agresti 2002, Morgan 1992, Rao and Scott 1992, 1999, Fung et al. 1994, 1996).

Pirma vai pedeja izskilSanas vai uzpeldésanas diena

Atbildreakcija ir vesels skaitlis — testa diena, kura attiecigaja replikata tvertné veikts konkrétais novérojums.
Veértibu intervals parasti ir loti ierobezots un biezi liela dala vértibu ir saistitas, pieméram, visiem kontroles
replikatiem un varbat vienai vai divam zemakajam test€jamajam koncentracijam tiek novérota viena un ta pati
iz8kilSanas diena. Parametriski testi, pieméram, Viljamsa and Daneta $adiem datiem nav pieméroti. Iznemot
gadijumus, kad eksisté pieradijumi par nopietnam monotonijas problémam, descendents DZonkhira-Terpstra tests ir
loti jaudigs testa izmantotas kimikalijas efektu noteikSanai. Pretéja gadijuma var izmantot Danna testu.
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Kapuru anomalijas

Atbildreakcija ir kaut kada veida anormalu kapuru skaits. Si atbildreakcija biezi vien ir reti sastopama un tai ir
raksturigas dazas tas paSas problémas, ka, pieméram, pirma izskilSanas diena, ka ari dazreiz neparasta no koncen-
tracijas atkariga atbildreakcija. Ja dati vismaz aptuveni atbilst monotonai koncentracijai, efektu noteik$anu var
jaudigi izdarit ar descendento DZonkhira-Terpstra testu. Pretéja gadijuma var izmantot Danna testu.
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6. papildinajums
STATISTISKAS NORADES REGRESIJAS APLESEM

Visparigi noradijumi

Modelu pielagosanai izmantotie novérojumi ir replikatu vidéjas vertibas (garums un svars) vai procentualais
ipatsvars replikata (ikru izskilsanas un kapuru mirstiba) (ESAO 2006).

Parasti ir ieteicams izmantot svérto regresiju, par svaru izmantojot replikatu paraugu apjomu. lespjamas citas
sveruma shémas, pieméram, svérums, kura izmanto paredzamo reakcijas vidéjo aritmétisko vertibu vai tas
kombinaciju ar replikatu parauga apjomu. Nav ieteicams svérsanai izmantot vienas koncentracijas paraugu
dispersijas apgriezto vértibu (Bunke et al. 1999, Seber and Wild, 2003, Motulsky and Christopoulos 2004, Huet et al.
2003).

Ja atbildreakcija pirms analizes tiek transformeéta, ir jasaglaba novérojumu neatkariba, bet EC, ar ticamibas intervala
robezam ir jaizsaka sakotn&jas mérvienibas, nevis transformacijas vienibas. Pieméram, garuma logaritma izmaina
par 20 % neatbilst 20 % garuma izmainai (Lyles et.al 2008, Draper and Smith 1999).

Parskats par ECx aplésém sniegts 4. attéla plismas diagramma. Detalas ir aprakstitas turpmak teksta.

4. attels

Diagramma replikata vidéja garuma, svara, izSkiluSos ikru, vai kapuru mirstibas EC, aplesei, sikaku
informaciju sk. teksta.

5 koncentracijas un kontrole , 6 vai 7 koncentracijas un kontrole 8 vai vairak koncentracijas un kontrole
Bmce—Yersteeg, Vienké.rés . Pielago ari OECD 4 un 5, Piclago ari Brain- Ja norazu par ekstra-
Ekspone“§{315 (QECI?z): vienkarss Hill, Michaelis-Menton vai Cousens hormétisko binominalo dispersiju nav,
eksponencials w/izméra parametru citu 3-5 param. modeli ; datu proporcionésanai var
. . modeli
(OECD3) vai cits 2-3 param. modelis pielagot probita modeli

" Noveérté pielagoto modeju atbilstibu: (a) vizuali, (b) salidzina paredzéto ietekmi % ar novéroto ietekmi %, (c) salidzina kontroles
atbildreakcijas vidéjo ar paredzétas atbildreakcijas vidéjo, (d) izmantojot F-testu, salidzina regresijas atlikumu kvadratiskas
| summas ar tiras kliidas kvadratiskajam summam. Noraida slikti atbilstosus modelus.

Salidzina mode]us, izmantojot AIC kritérijus vai profesionalu vértéjumu, un izvélas vislabako atbilstibu

| Aprékina paredzétas atbildreakcijas 95 % Tl kontrolei un ECx. Aprékina 95 % TIECx.

Vai (a) paredzéta atbildreakcija ECx ietilpst kontroles TI robeZas, vai ( b) paredzéta kontroles atbildreakcija ietilpst paredzétas
atbildreakcijas ECx TI robezas, vai (c) ECx Tl ir parak plass?

O

. Ne
. . | Jamodeli un pienemamu x |
[zvélas lielaku x vértibu vai citu modeli I atrast nav  icsp&jams,

I atspogulo NOEC Atspogulo modeli, ECx un tas TI |
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Apsverumi attieciba uz ikru kilSanos un kapuru mirstibu

Vértgjot ikru $kilsanos un kapuru mirstibu, parasti var izmantot samazinaSanas modeli, ja vien netiek pielagots
turpmak aprakstitais varbatibas modelis. T. i., jamodelé neizskilusos ikru vai nobeigu$os kapuru procentualais
ipatsvars. Tas ir tapéc, ka EC_raksturo tadu koncentraciju, kura notiek parmainas, kas atbilst x % no kontroles
vidgjas aritmetiskas atbildreakcijas. Ja kontrolgrupa neizskilas 5 % ikru un tiek modeléta neizskilsanas, tad EC,,
attiecas uz koncentraciju, kura notiek parmainas, kas atbilst 20 % no kontrolgrupas ar piecprocentigu neizskilsanos;
$aja gadijuma ta ir parmaipa 0,2*0,05 = 0,01, jeb 1 procentpunkts salidzinajuma ar neizskilsanos 6 %. Ar
pieejamajiem datiem tik nelielu parmainu jégpilna veida aprékinat nav iesp&ams, un ta nav biologiski nozimiga.
Savukart, modelgjot izskiluSos ikru procentualo ipatsvaru, kontrolgrupas procentualais ipatsvars $aja pieméra biitu
95 %, tatad 20 % samazindjums salidzindjuma ar kontroli atbilstu parmainai 0,95%0,2 = 0,18, proti, izskilSanas
samazinajums no 95 % lidz 77 % (= 95-18), tadgjadi iedarbibu izraiso$a koncentracija ir apléSama un, iesp&ams,
interesé vairak. Si probléma parasti neietekmé izméru mériSanu, lai gan nevélama ietekme uz izméru parasti
nozimé izméra samazinasanos.

Izméru modeli (garums vai svars) un ikru SkilSanas vai kapuru izdzivotiba

Iznemot Braina-Kiizena hormétisko modeli, visi $ie modeli ir ESAO aprakstiti un ieteikti (2006). Ta dévétie ESAO
2-5 ekotoksiskuma eksperimentos ir aprakstiti arf Slob (2002). Protams, ka noderigi var bat arT daudzi citi modeli.
Bunke, et al. (1999) norada vairakus 3eit neieklautus modelus, un ir daudz atsaucu uz citiem modeliem. Turpmak
noraditie tiek ieteikti ka pasi piemeroti ekotoksiskuma eksperimentiem un tos plasi izmanto.

5 testejamds koncentracijas un kontrole

— Bruce-Versteeg

— Vienkars$s eksponencials (ESAO 2)

— Eksponencials ar formas parametru (ESAO 3)

— Vienkarss eksponencials ar zemako robezu (ESAO 4)

6 vai vairak testejamas koncentracijas un kontrole

— Eksponencials ar formas parametru un zemako robezu (ESAO 5)
— Michaelis-Menten

— Hill

Ja ir vizualas liecibas par hormézi (maz ticams, ja izmanto ikru izskilsanos vai kapuru mirstibu, bet dazreiz
noveérota izmeéru noverojumos)

— Brain-Cousens Hormetic; Brain and Cousens (1989)

Alternativi modeli, ikru neizskil$anas un kapuru mirstiba

— Ja nav pieradjjumu par ekstrabinominalo mainibu un modela pielagosana tiek aplésta kontroles incidence,
minéto atbildreakciju pieaugoSos modelus var pielagot, izmantojot probita (vai logistiskus) modelus. Ta nav
piemérotaka metode, jo par analizes vienibu izmanto individualu rezultatu, nevis replikatu (Morgan 1992,
O’Hara Hines and Lawless 1993, Collett 2002, 2003).

Viena modela atbilstiba

— Vizuali salidziniet katrai testéjamajai koncentracijai novéroto un paredzéto procentudlo samazindgjumu (Motulsky
and Christopoulos 2004, Draper and Smith 1999).
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— Izmantojot F-testu, regresijas kltidas vidéja kvadratu salidziniet ar tiras kladas vidéja kvadratu (Draper and Smith
1999).

— Parliecinieties, ka visi modela nosacijumi ir batiski lielaki par nulli (t. i., nosakiet, vai visi modela nosacijumi ir
svarigi) (Motulsky and Christopoulos 2004).

— Regresijas atlikumu pret testéjamo koncentraciju iesp&jams atlikt log(konc.) skala. Sis izkartojums nedrikst bt
sistematisks; punktiem ir jabtit randomizéti izkliedetiem gar horizontalo Iiniju nulles augstuma.

— Datu normalitate un dispersijas viendabiba ir janoveérte tada pasa veida, ka minéts 5. papildinajuma

— Papildus tam ir janoverté regresijas modela atlikumu normalitate, izmantojot tas paSas metodes, kas ir noraditas
5. papildinagjuma ANOVA atlikumiem

Modelu salidzinasana

— Izmanto Akiake AICc kritérijus. Mazakas AICc vértibas liecina par labaku atbilstibu un, ja AIC¢(B)-AIC(A) = 10,
A modelis ir gandriz noteikti labaks, neka B modelis (Motulsky and Christopoulos (2004).

— Salidziniet abus modelus vizuali, parbaudot, cik labi tie atbilst iepriek§ minétajiem viena modela kritérijiem.

— Ir jeteicams pielietot taupibas principu, proti, izmantot visvienkar$ako modeli, kas pietiekami atbilst datiem
(Ratkowsky 1993, Lyles et.al 2008).

EC, apléses kvalitite

EC, ticamibas intervals (CI) nedrikst biit parak liels. Lai lemtu, cik liels var bat ticamibas intervals, lai EC, vel batu
izmantojams, jaspriez statistiski. Ikru $kilSanas un izméru datiem pielagotu regresijas modelu simulaciju dati rada,
ka EC, (x = 10, 20 vai 30) ar ticamibas intervalu apméram 75 % neaptver vairak ka divas testéjamas koncentracijas.
Tads ir visparigs noradijums par pienemamibu, ka ari praktisks noradijums par to, kads rezultats ir sasniedzams.
Daudzi autori apgalvo, ka zinojuma jaatspogulo visu modela parametru ticamibas intervali, un ka lieli parametru
ticamibas intervali liecina par modelu nepienemamibu (Ott and Longnecker 2008, Alvord and Rossio 1993, Motulsky
and Christopoulos 2004, Lyles et al. 2008, Seber and Wild 2003, Bunke et al. 1999, Environment Canada 2005).

EC, ticamibas intervals (vai jebkur§ cits modela parametrs) nedrikst biit nulle (Motulsky and Christopoulos 2004). Si
regresija atbilst minimalajai btiskajai starpibai, kas bieZi tiek minétas hipotézu parbaudes pieejas (pieméram, Wang
et al 2000). Tas atbilst arT gadijjumam, kur LOEC atbildreakciju vidgjo aritmeétisko vértibu ticamibas intervala nav
kontroles vidéjas veértibas. Jaapsver, vai parametra apléses ir zinatniski iesp&jamas. Pieméram, ja y0 ticamibas
intervals ir £20 %, nav ticama neviena EC,, aplése. Ja modelis koncentracija C paredz 20 % ietekmi un C un
zemakas koncentracijas maksimala novérota ietekme ir 10 %, tad EC,, nav ticama (Motulsky and Christopoulos 2004,
Wang et al. 2000, Environment Canada 2005).

Lai ieglitu EC, vajadzétu iztikt bez ekstrapolacijas arpus pozitivo koncentraciju intervala (Draper and Smith 1999,
OECD 2006). Piemeéram, visparigos noradijjumos var noteikt, ka EC, nedrikst bt vairak ka par 25 % zemaka par
zemako testéto koncentraciju vai par 25 % parsniegt augstako testéto koncentraciju.
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C.48. Isais zivju vairo$anas tests

IEVADS

1. Si testéSanas metode ir lidzvértiga ESAO testéSanas vadlinijai 229 (2012). Nepieciesamiba izstradat un validét
zivju testu, ar kuru nosaka endokrini aktivas kimikalijas, izriet no apsvérumiem, ka kimikaliju limeni vide, $im
kimikalijam mijiedarbojoties ar cilvéku un savvalas dzivnieku endokrino sistému, var 3o sistému negativi
ietekmét. ESAO 1998. gada uzsaka prioritaru ricibu, lai parskatitu esoos noradijumus par potencidlu
endokrinas sistémas traucgjumu izraisitdju noteikSanu un testéSanu un izstradatu jaunus. Viens no ricibas
elementiem bija izstradat testeSanas noradijumus, ki noteikt kimikalijas ar aktivu iedarbibu uz zivju sugu
endokrino sistému. Zivju vairo$anas isais tests tika parbaudits visaptvero$a validacijas programma, kura
istenoja starplaboratoriju salidzino3os pétfjumus ar attiecigim kimikalijam, lai pieraditu, ka tests, kura detekté
kimikalijas, kas ietekmé zivju vairo§anos ar dazadu mehanismu, tostarp endokrinas sistémas mehanismu,
starpniecibu, ir atbilstigs un ticams. Visi ESAO testéSanas noradijjumu beigupunkti ir validéti melngalvas
mailitém, un dala beigupunktu ir validéti Japanas medakai (t. i, vitelogenins un sekundaras dzimumpazimes)
un zebrzivij (t. i, vitelogenins). Validacijas darbu ir zinatniski recenzgjusi gan ekspertu grupa, kurus izraudzi-
jusies ESAO TestéSanas vadlinijas programmas (6) izstrades nacionalie koordinatori, gan neatkarigu ekspertu
grupa, kurus $im darbam norikojusi Amerikas Savienoto Valstu Vides aizsardzibas agenttra (29). Tests nav
izstradats ta, lai ar to noteiktu hormonalo traucjumu specifiskos mehanismus, jo testa dzivniekiem nav skarta
hipotalama-hipofizes-gonadu (HPG) ass, tapéc reageSana uz kimikalijam, kas iedarbojas uz hipotalama-
hipofizes-gonadu asi, var notikt dazados limenos.

2. Si testéSanas metode apraksta in vivo skiininga testu, kura dzimumgatavibu sasniegusus zivju tévinus un
narstojoas matites tur kopa un ierobezota dzives cikla dala (21 diena) eksponé kadai kimikalijai. Péc 21
dienas ekspozicijas perioda matitém un téviniem méra divus biomarkieru beigupunktus, kas ir testéjamas
kimikalijas endokrinas iedarbibas vai androgéniskas iedarbibas raditdji; $ie beigupunkti ir vitelogenins un
sekundaras dzimumpazimes. Vitelogeninu méra melngalvas mailitei, Japanas medakai un zebrzivij, savukart
sekundaras dzimumpazimes méra melngalvas mailitei un Japanas medakai. Turklat katru dienu visa testa laika
uzrauga kvantitativo auglibu. Gonadas saglaba un histopatalogiju var noveértét ari, lai izvértétu testa dzivnieku
reproduktivo veselibu un pastiprinatu citu beigupunktu rezultatu svarigumu.

3. Biotestu izmanto ka vairo$anas in vivo skrininga testu, un ta izmantoana jaskata kopa ar “OECD Conceptual
Framework for the Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals” (30). Saja konceptualaja pamatdo-
kumenta zivju vairo$anas Tsais tests ir ieteikts 3. limeni ka in vivo tests, kas sniedz datus par izvéléto(-ajiem)
endokrino (-ajiem) mehanismu(-iem)/celu(-iem).

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

4. Vitelogenins (VTG) parasti veidojas old€jéu mugurkaulnieku matisu aknas atbildreakcija uz organisma
cirkulgjoSo endogéno estrogénu. Tas ir olas dzeltenuma proteinu prekursors, kas izstradajas aknas un pa
asinsrites sistému nonak olnicas, kur to uznem un modificé attisto$as olsiinas. Nenobriedu$u zivju matisu un
tévinu plazma vitelogenins gandriz nav detektéjams, jo organisma pietickama daudzuma nav cirkuléjosa
estrogéna, tomér aknas vitelogeninu spéj sintezét un izdalit, reagéjot uz eksogénu estrogénisku stimulaciju.

5. Vitelogenina mérfjumus izmanto, lai detektétu kimikalijas ar dazadiem estrogéniskas iedarbibas veidiem.
Estrogéniskas iedarbibas kimikalijas var detektét, mérot zivju tévinu organisma inducgjusos vitelogeninu, un tas
plasi dokumentéts zinatniski recenzétos izdevumos (pieméram, (7)). Vitelogenina inducé$anas novérota arl péc
eksponéanas aromatizéjamiem androgéniem (8, 9). Zivju matiSu organisma cirkuléjosa estrogéna limena
pazeminasanas, pieméram, inhibgjot aromatazi, kas endogéno androgénu parvérs dabiska estrogéna 17f-
estradiola, samazina VTG limeni, un péc ta var noteikt aromatazi inhibgjosas kimikalijas (10, 11). Biologiska
nozime, kas piemit vitelogenina atbildreakcijai uz estrogénu vai aromatazes inhibéanu, ir pieradita un plasi
dokumentéta. Tomér VTG izstradasanos zivju mati§u organisma var ietekmét vispargjais toksiskums un
neendokrina veida toksiska iedarbiba, pieméram, hepatotoksiskums.
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6. Sekmigi izstradatas un standartizétas ir vairakas plasi izmantojamas mériSanas metodes. Viens no piemériem ir
katrai sugai specifiskas imiinfermentativas analizes (ELISA) metodes, kuras no atseviskam zivim pemtos
nelielos asins vai aknu paraugos imtinkimiska analizé kvantitativi novérté VTG izstradasanos (12, 13, 14, 15,
16, 17, 18). VTG mérjjumiem izmanto melngalvas mailites asinis, zebrzivs asinis vai galvas/astes homogenatu
un Japanas medakas aknas. Japanas medakai konstatéta laba korelacija starp VTG merjjumiem asinis un aknas
(19). 6. papildinajuma sniegta icteicama paraugu nemsanas kartiba VTG analizei. Komplekti VTG mérijumu
veikSanai ir plasi pieejami; So komplektu pamata jabat validétai katrai sugai specifiskai ELISA metodei.

7. Atsevisku zivju sugu tévinu sekundaras dzimumpazimes ir aréji redzamas, kvantitativi novértéjamas un jutigas
pret organisma cirkul&joso endogéno androgénu limeni; tas attiecas uz melngalvas mailiti un Japanas medaku,
taCu neattiecas uz zebrzivi, kam kvantitativi novértéjamas sekundaras dzimumpazimes nav novérojamas.
Matitem, kas eksponétas tideni eso§am androgéniskam kimikalijam, var attistities tévinu sekundaras dzimum-
pazimes. Zinatniskaja literatara ir vairaki peétjjumi, kuros attieciba uz melngalvas mailiti (20) un Japanas
medaku (21) dokumenteta $ada reakcija. Interpretgjot tévinu sekundaro dzimumpazimju izpausmju samazi-
nasanos, sakara ar zemo statistisko ticamibu jasaglaba piesardziba, un janem véra ekspertu viedoklis un
pieradjumu svars. Zebrzivs izmanto$ana $aja testd ir ierobezota sakard ar to, ka tai nav kvantitativi
noveértgjamu sekundaro dzimumpazimju, kas reagétu uz androgéniskas iedarbibas kimikalijam.

8. Galvenais raditajs, kas liecina par melngalvas mailites eksponéSanu eksogénam androgénam, ir karpinu skaits
uz zivju matites purna. Japanas medakai galvenais raditajs, kas liecina par eksogénu eksponéSanu androge-
niskam kimikalijam, ir karpinveida izaugumu skaits zivju matitém. 5A papildindjuma un 5A papildindjuma
noraditas procediras, saskana ar kuram ieteicams izveértét attiecigi melngalvas mailites un Japanas medakas
dzimumpazimes.

9. Zivju 21 dienas tests ietver kvantitativu ikru veidoSanas novértgjumu un gonadu saglabasanu neobligatai
histopatologiskai izpétei. Dazas parvaldes iestades var pieprasit $o papildu beigupunktu, lai pilnigak izvértétu
testa dzivnieku reproduktivo veselibu, vai gadijumos, kur vitelogenina un sekundaro dzimumpazimju
raksturojums neatbilst kimiskajai ekspozicijai. Lai gan dazi beigupunkti var bat stipri diagnosticgjosi
(pieméram, VTG inducéSanas téviniem un karpinu veidofanas matitém), ne visi beigupunkti (pieméram,
augliba un gonadu histopatalogija) testa paredzéti, lai viennozimigi identificétu specifiskus $tnu darbibas
mehanismus. Drizak beigupunktu komplekts, kopuma npemot, lauj izdarit pienémumus attieciba uz
iespgjamiem endokriniem traucgjumiem un tadgadi sniegt norades turpmakai testéSanai. Lai gan augliba tiesi
neattiecas uz endokrino sistému, nemot véra tas jutibu uz zinimajam endokrini aktivajam kimikalijam (5), ta
ir svarigs ieklaujams beigupunkts, jo ja ta un citi beigupunkti netiek ietekméti, ir skaidrs, ka savienojums
visticamak nav endokrini aktivs. Tomeér, ja augliba ir ietekméta, tas nopietni ietekmes pieradjjumu svara
izvedumus. Norades par datu interpretéSanu un testa rezultatu pienemsanu sniegtas turpmak §is testa metodes
apraksta.

10. Saja testa metodé minétas definicijas ir minétas 1. papildinajuma.

TESTESANAS PRINCIPS

11. TestéSanas laika reproduktiva attistibas posma esosus zivju tévinus un matites kopa eksponé testéSanas
traukos. Ta ka dzivnieki ir pieaugusi un reproduktiva attistibas posma, iespgjams skaidri at3kirt dzimumus un
visus beigupunktus analizét dzimuma griezuma, un tas ari garanté jutibu pret eksogénam kimikalijam.
Dzimumu apstiprina testa nobeiguma makroskopiska gonadu izmekléSana, kurd ar Skérem atver védera
apvidu. Parskats par butiskajiem biotesta nosacjjumiem sniegts 2. papildinajuma. Testu parasti veic ar zivim no
narstojoSas populacijas; neizmanto dzivniekus no novecojo§am populacijam. Noradijumi par zivju vecumu un
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reproduktivo statusu sniegti iedala par zivju izraudziSanos. Testu veic ar trim kimiskas ekspozicijas koncen-

divus traukus jeb replikatus (katra trauka 5 tévini un 5 matites). Katrd melngalvas mailites apstradé izmanto
Cetrus traukus jeb replikatus (katra trauka 2 tévini un 4 matites). Tas nepiecieSams, lai pielagotos melngalvas
mailites tévinu teritoridlajai uzvedibai, vienlaikus saglabajot pietickamu testa jaudu. Katra medakas apstrade
izmanto Cetrus traukus jeb replikatus (katra trauka 3 tévini un 3 matites). Ekspozicijas ilgums ir 21 diena, un
zivju paraugus nem ekspozicijas 21. diena. Kvantitativo auglibu uzrauga katru dienu.

12. Nemot paraugus 21. diena, visus dzivniekus humani nonavé. Melngalvas mailitei un Japanas medakai méra
sekundaras dzimumpazimes (sk. 5.A papildindgjumu un 5B papildindjumu); VTG noteikSanai zebrzivs un
melngalvas mailites organisma ievac asins paraugus, lai gan VTG zebrzivs organisma var noteikt ari ar galvas|
astes paraugiem (6. papildinajums); Japanas medakas VTG analizé izmanto aknu paraugus (6. papildinajums);
potencialai histopatologiskai izvértésanai ar fiksatoru apstrada vai nu veselas vai preparétas gonadas (22).

TESTA PIENEMAMIBAS KRITERIJI
13. Lai testa rezultati biitu pienemami, jaizpilda $adi kriteriji:
— ekspozicijas perioda beigas mirstiba tidens (vai $kidinataja) kontrolgrupa neparsniedz 10 procentus;

— iz8kidusa skabekla koncentracijai visa ekspozicijas perioda jabat vismaz 60 procentiem no gaisa piesati-
najuma vértibas;

— tdens temperatiiras atSkiriba starp test€Sanas tvertném neviena ekspozicijas perioda bridi neparsniedz *
1,5 °C, un testa sugam noraditajos temperatiras diapazonos (2. papildindjums) to uztur 2°C svarstibu
diapazona;

— ir pieejami dati, kas liecina, ka testéjamas kimikalijas koncentracija $kiduma ir uzturéta vidéjo izmérito
vértibu diapazona + 20 %;

— ir pieejami dati, ka visos replikatos pirms to ekspozicijas kimikalijai un kontroles replikatos testa laika zivis
aktivi narsto.

METODES APRAKSTS
Aparatiira
14. Parastais laboratorijas aprikojums, jo Ipasi:
a. skabekla un pH mériSanas iekartas;
b. aprikojums Gidens cietibas un sarmainibas noteik$anai;
c. attiecigs aprikojums temperatiiras regulésanai un, vélams, nepartrauktai uzraudzibai;

d. kimiski inerta materiala tvertnes ar piemérotu ietilpibu attieciba uz ieteicamo noslogojumu un apdzivotibas
blivumu (sk. 2. papildinajumuy);

e. melngalvas mailites un zebrzivs narsta substrats, nepiecieSama informacija sniegta 4. papildinajuma;

f. pietiekami precizi svari (t. i, ar precizitati + 0,5 mg).
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Udens

15. Par testa tdeni var izmantot jebkadu tdeni, kura testa sugas uzrada pietickamu ilgtermina izdzivotibu un
augSanu. Ta kvalitatei testa laika jabiit nemainigai. Udens pH jabiit diapazona no 6,5 lidz 8,5, bet konkréta
testa tam jabat + 0,5 pH vienibu diapazona. Lai nodrosinatu, ka at$kaidiSanas tdens parak neietekmé testa
rezultatu (pieméram, komplekséjoties ar testéjamo kimikaliju), paraugus td analizei nem ar noteiktiem
starplaikiem. Smago metalu (pieméram, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd un Ni), galveno anjonu un kat)onu (pieméram, Ca?
*, Mg, Na*, K*, Cl,, un SO 23) pest1c1du pieméram, kopéjo fosfororganisko pesticidu un kopéjo hlororganisko
pesticidu), kopéja organlska oglekla un suspendétu cietu vielu mérjjumi, pieméram, jaizdara reizi trijos
ménesos, ja ir zinams, ka at$kaidiSanas tdens kvalitate ir relativi nemainiga. Ja ir pieradits, ka vismaz viena
gada laika Gidens kvalitate ir nemainiga, noteik§anu var veikt retak un starplaiki var bat garaki (pieméram, reizi
seSos ménesos). Dazi pienemama atkaidiSanas adens kimiskie parametri ir noraditi 3. papildinajuma.

Testa Skidumi

16. Izraudzitas koncentracijas testa Skidumus parasti gatavo, atSkaidot izejSkidumu. Izejskidumu vélams pagatavot,
test§jamo kimikaliju atSkaidiSanas tdeni vienkar$i iemaisot vai taja iejaucot ar mehaniskiem lidzekliem
(pieméram, kratiSana vai apstréde ar ultraskanu) Piemérotas koncentrécijas izej§kiduma iegﬁ§anai var izmantot

tada pati ka grupam, ko apstrada ar kimikéliju Griiti testéjamam kimikalijam tehniski labakais risindgjums var
bt skidinatajs; sk. ESAO noradjjumu dokumentu par Gidenstoksiskuma testéSanu griti testgjamam vielam un
maisijumiem (23). Skidinataju izraugas atkariba no vielas vai maisfjuma kimiskajam ipasibam. Jaievéro ESAO
noradjjumu dokumenta ieteiktd maksimala koncentracija 100 pl/l. Tomér nesen publicéta parskata (24) pausti
papildu apsvérumi attieciba uz $kidinataju izmantoSanu endokrinas sistémas darbibas testéSana. Tapéc, ja
nepiecieSams, tehniski pamatotas situacijas skidinataja koncentraciju samazina lidz minimumam (atkariba no

testéjamas kimikalijas fizikalkimiskajam ipasibam).

17. Testésana izmanto caurpliides sistému. Sada sistéma (pieméram, dozgjosais sitknis, proporcionalas atskai-
diSanas ierice, piesatinataja sistéma) nepartraukti piegada un atSkaida testéjamas kimikalijas izejskidumu, lai
testéSanas tvertnés nodro$inatu nemainigu koncentraciju. Izejskidumu un at$kaidiSanas tdens caurpladums
testa laika japarbauda noteiktos intervalos, vélams, katru dienu, un testa laika tas nedrikst mainities vairak ka
par 10 %. Jaraugas, lai neizmantotu nekvalitativas plastmasas caurules vai citus materialus, kas satur biologiski
aktivas kimikalijas. Izraugoties caurplides sistémas materidlu, janem véra testg§jamas kimikalijas iesp&ama
adsorbcija uz $a materiala.

Zivju turéSana

18. Testa zivis izvélas no laboratorijas populacijas, vélams, no viena bara, kas vismaz divas nedélas pirms testa ir
aklimatizgjies tados paos fdens kvalitates un apgaismojuma apstaklos ka testa apstakli. Svarigi, lai
noslogojums un apdzivotibas blivums (definicijas sk. 1. papildinajuma) baitu izmantotajai testa sugai pieméroti
(sk. 2. papildingjumu).

19. Pec 48 stundu sakumposma registré mirstibu un piemeéro $adus kritérijus

— mirstiba septinas dienas parsniedz 10 % no populacijas: grupu talakai testéSanai neizmanto;

— mirstiba ir no 5 % lidz 10 % no populacijas: grupu aklimatizé vél septinas dienas; ja mirstiba otru septinu
dienu laika parsniedz 5 %, grupu talakai testéSanai neizmanto;

— mirstiba septinas dienas ir mazaka par 5 % no populacijas: grupu pienem.

20. Aklimatizacijas laika, pirmsekspozicijas un ekspozicijas perioda zivis nedrikst medikamentozi arsteét.
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Pirmsekspozicijas periods un zivju izraudzisanas

21. leteicams vienas lidz divu nedélu pirmsekspozicijas periods, kura zivis tados pasos traukos ka testésanas trauki.
Zivis visd turéSanas laika un ekspozicijas fazé baro ad libitum. Ekspozicijas fazi sak ar aktivi narstojo$am
pieaugu$am zivim, kuram ir skaidri izteiktas dzimumatskiribas un kuras izraudzitas no reproduktivi
nobriedusiem laboratorijas dzivniekiem (pieméram, ja testé melngalvas mailiti un medaku - ar skaidri
redzamam sekundarajam dzimumpazimém). Tikai visparigu noradijjumu limeni (Sos noradjjumus nedrikst
izvertét atrauti no attiecigas zivju grupas faktiska reproduktiva statusa) melngalvas mailitém jabat aptuveni 20
(x2) nedélas vecam, pienemot, ka tas visa dzives cikla audzétas 25+2 °C temperatiira. Japanas medakam jabit
aptuveni 16 (£2) nedélas vecam, pienemot, ka tas visa dzives cikla audzétas 25%2 °C temperatiira. Zebrzivim
jabat aptuveni 16 (+2) nedélas vecam, pienemot, ka tas visa dzives cikla audzétas 26+2 °C temperatfira. Ikru
nériana pirmsekspozicijas posma janovérté katru dienu. leteicams, lai pirms testa ekspozicijas posma visas
replikatu tvertnés biitu novérojama narstosana. Saja posma kvantitativas norades par vélamo ikru razosanu
diena nav iesp€jamas, bet relativi parasti novéro, ka katrai sugai vidgjais iznérstais daudzums ir > 10 ikri uz
vienu matiti diena. Sadalot replikatus dazadajiem eksperimenta limeniem, jaizmanto attieciba pret ikru
razosanas rezultatiem randomizéti izvietotu bloku plans, lai biitu nodrosinats sabalanséts replikatu sadalijums.

TESTESANAS PLANS

22. Izmanto tris test§jamas kimikalijas koncentracijas, vienu kontrolgrupu (idens) un, ja nepiecie$ams, vienu
skidinataja kontrolgrupu. Sos datus var analizét, lai noteiktu, vai starp apstrades grupu un kontrolgrupu
rezultatiem ir vérojamas statistiski biitiskas atskiribas. So analizu mérkis nav tas izmantot riska novértésana
(25), bet gan git informaciju par to, vai jaturpina testét kimikalijas kaitiga ietekme (t. i, attieciba uz
izdzivotibu, attistibu, aug§anu un vairoanos).

23. Attieciba uz zebrzivi eksperimenta 21. diena no katra apstrades limena un no kontrolgrupas(-am) paraugam
nem tévinus un matites (5 tévipus un 5 matites no katra no abiem replikatiem), kam meéra vitelogeninu.
Attieciba uz medaku eksperimenta 21. diena no katra apstrades limena un no kontrolgrupas(-am) paraugam
nem tévinus un matites (3 tévinus un 3 matites no katra no Cetriem replikatiem), kam méra vitelogeninu un
sekundaras dzimumpazimes. Attieciba uz melngalvas mailiti ekspozicijas 21. diena paraugam nem tévinus un
matites (2 tévigus un 4 matites no katra no Cetriem replikatiem), ari no kontrolgrupas(-am), un tiem méra
vitelogeninu un sekundaras dzimumpazimes. Kvantitativi noveérté auglibu, un potencialai histopatologiskai
izvértésanai ar fiksatoru apstrada vai nu veselas vai preparétas gonadas.

Testéjamo koncentraciju izvéle

24. $a testa vajadzibam augstaka testéjamas kimikalijas koncentracija ir vai nu diapazona noteiksana, vai no citiem
toksiskuma datiem konstateta maksimali pielaujama koncentracija (turpmak “MPK”), 10 mg/l, vai maksimala
skidiba Gideni — atkariba no ta, kur§ no $iem raditajiem ir zemakais. MPK definé ka augstako kimikalijas
testé§jamo koncentraciju, kuras izraisita mirstiba nesasniedz 10 %. Sis pieejas izmantoanai ir nepieciesami jau
pieejami empiriski dati par akiito toksiskumu vai citi toksiskuma dati, ar kuriem iesp&jams noteikt MPK. MPK
aplésana var biit nepreciza, un parasti ir nepiecie$ams profesionals viedoklis.

25. Ir nepiecieSamas trs test€jamas koncentracijas, kuras kir nemainigs koeficients, kas neparsniedz 10, un atskai-
disanas tdens kontrole (un, ja vajadzigs, $kidinataja kontrole). leteicamie atstatuma koeficienti ir no 3,2 lidz
10.



L 112/318 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 28.4.2017.

PROCEDURA
Testa zivju izraudziSanas un svérsana

26. Ir svarigi testa sakuma lidz minimumam samazinat zivju svara at3kiribas. Piemérots izméru diapazons
dazadam sugam, ko ieteicams izmantot $aja testd, ir noradits 2. papildinajuma. Visas testéana izmantoto zivju
grupas katra atseviska zivju tévina un matites svara diapazons testa sakuma, ja iespé&jams, neparsniedz = 20 %
no attieciga dzimuma vidgja aritmeétiska svara. leteicams pirms testéSanas nosvért apakSparaugu no kopéja
zivju parauga, lai novértétu vidgjo svaru.

Ekspozicijas apstakli
Tigums

27. Testa ilgums ir 21 diena péc pirmsekspozicijas perioda. leteicamais pirmsekspozicijas periods ir viena lidz
divas nedéas.

Barosana

28. Zivis ad libitum baro ar piemérotu baribu (2. papildinajums) pietickama daudzuma, lai uzturétu kermena
stavokli. Jaraugas, lai nepielautu mikrobu augSanu un tdens dulkainibu. Visparigs ieteikums ir dienas baribas
devu sadalit divas vai tris vienadas dalas un diena zivim izbarot vairakas reizés ar vismaz triju stundu
starplaiku. Ir piepemama viena lielaka dienas deva, jo ipa$i nedélas nogalés. 12 stundas pirms paraugu
nemsanas vai autopsijas zivis nebaro.

29. Izvérté, vai zivju bariba nav kontaminantu, pieméram, hlororganisko pesticidu, policiklisko aromatisko
oglidenrazu (turpmak “PAO”) un polihlorbifenilu (turpmak “PHB”). Jaizvairas no baribas ar paaugstinatu fitoes-
trogénu limeni, kas testa varétu ietekmét atbildreakciju uz zinamu estrogénu agonistu (pieméram, 17-
bestradiolu).

30. Neapesta bariba un fekalijas no testéSanas traukiem jaiznem vismaz divas reizes nedéla, pieméram, katras
tvertnes apaksdala riipigi jaiztira, izmantojot sifonu.

Gaisma un temperatiira

31. Fotoperiods un Gidens temperatiira japielago testa sugai (sk. 2. papildinajumu).

Analitisko noteikSanu un mérijjumu bieZums

32. Pirms ekspozicijas perioda sakuma janodrosina pareiza kimikalijas piegades sistémas darbiba. Jabit apzinatam
visam nepiecie$amajam analitiskajam metodém, nepiecieSamas ari pietickamas zinasanas par kimisko stabilitati
testa sistéma. Testa laika testéjamas kimikalijas koncentracijas nosaka $ados regularos starplaikos: atskaidisanas
tdens un izejskiduma caurplidumu vélams parbaudit katru dienu, ta¢u ne retak ka divas reizes nedéla, un
testa laika tas nedrikst mainities vairak ka par 10 %. leteicams katra tvertné noteikt faktisko testéjamas
kimikalijas koncentraciju testa sakuma un reizi nedé]a péc tam.

33. Rezultatus ieteicams balstit uz izméritajam koncentracijam. Tomér, ja visa testa laika Skiduma ir uzturéta
apmierino3a testéjamas kimikalijas koncentracija + 20 % no nominalas koncentracijas, rezultatu var balstit uz
nominalajam vai izméritajam veértibam.
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34. Paraugiem var bt vajadziga filtréSana (pieméram, ar poru lielumu 0,45 pm) vai centrifugéana. Vajadzibas
gadjjuma ieteicama centrifugéSana. Tomér ari filtréSana var bt piepemama, ja testéSanas materials
neadsorbéjas uz filtriem.

35. Testa laika visos testa traukos vismaz reizi nedéla jaméra izskidusais skabeklis, temperatiira un pH. Kontrolés
un viena augstakas koncentracijas trauka vismaz reizi nedé]a jaméra kopéja cietiba un sarmainiba. Vismaz
viena testa trauka vélams pastavigi uzraudzit temperatiiru.

Novérojumi

36. Testa laika vai péc ta beigam novérté vairakas visparigas (pieméram, izdzivotiba) un biologiskas atbildreakcijas
(pieméram, VTG limeni). Katru dienu kvantitativi janovéro augliba. Turpmak aprakstita o beigupunktu
mérisana, izvértéana un lietderiba.

Izdzivosana

37. Zivis testéSanas laika katru dienu jaapskata, jaregistré mirstiba un nedzivas zivis iesp&ami driz jaizvac.
Nedzivas zivis neaizstaj ne ar kontrolgrupas zivim, ne ar zivim no cita apstrades trauka. Gonadu
makroskopiska izmekléSana nosaka testéSanas laika miruso zivju dzimumu.

IztureSanas un izskats

38. Jaregistré jebkada anormala izturéSanas (salidzindjuma ar kontrolgrupam); tas var bat visparigas toksiskuma
pazimes, tostarp hiperventilacija, nekoordinéta peldeana, lidzsvara zudums un netipisks mierigums vai
baro3anas. Jaregistré ari izskata anomalijas (pieméram, asinsizplidumi, krasas zaud&$ana). Datu interpretéSana
$adas toksiskuma pazimes javérté uzmanigi, jo tas var liecinat par koncentracijam, kuras nevar palauties uz
endokrinas sistémas biomarkieriem. $Sados novérojumos par izturéSanos var iegiit ari noderigu kvalitativu
informaciju, péc kuras noteikt turpmakas iespéjamas vajadzibas zivju testéSana. Pieméram, novérots, ka
androgéniskam vielam eksponéti melngalvas mailites tévini vai maskulinizétas matites izturas teritoriali
agresivi, savukart zebrzivim estrogéniskas vai antiandrogeéniskas ekspozicijas rezultata samazinas vai kavéjas
ierasta paro$anas un narstoSanas aktivitate péc ritausmas.

39. Ta ka apiesands var noteiktos aspektos (galvenokart krasa) atri mainit izskatu, kvalitativos novérojumus svarigi
endokrini aktivas kimikalijas sakotngji var inducét $adas argjas izmainas: kermena krasa (gaiSa vai tumsa),
krasojuma struktira (vertikdlu joslu parddisanas) un kermena forma (galvas un krisu apvidus). Tapéc zivju
izskata novérojumi jaizdara visa testé$anas laika un pétjjuma beigas.

Augliba

40. Attieciba uz replikatiem katru dienu jaregistré kvantitativi novérojumi par narstoanu. Attieciba uz replikatiem
jauzskaita ikru razo$ana ka ikru skaits uz vienu izdzivojuso matiti diena. lkrus no testa kameram izpem katru
dienu. Lai zivis varétu narstot normalos apstaklos, melngalvas mailitei un zebrzivij testa kamera ievieto narsta
substratus. 4. papildindjuma sniegta papildu informacija par zebrzivij (4.A. papildinajums) un melngalvas
mailitei (4.B. papildinajums) ieteicamajiem narsta substratiem. Medakai narsta substratu nodrosinat nav
nepiecieSams.

Humana zivju nonavesana

41. Testa 21. diena, t. i, beidzot ekspoziciju, zivis eitanazé ar pietickamu daudzumu trikaina (trikaina metana
sulfonats, metakains, MS-222 (CAS 886-86-2)), 100-500 mg/l glotadu kairindgjuma mazinaSanai atskaidot ar
300 mg/l NaHCO, (natrija bikarbonats, CAS 144-55-8); péc tam pem asins vai audu paraugus, lai noteiktu
VTG, ka paskaidrots iedala par vitelogeninu.
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Sekundaro dzimumpazimju noverteSana

42. Dazas endokrini aktivas kimikalijas var inducet specifiskas sekundaras dzimumpazimju izmainas (melngalvas
mailites tévinu narsta karpinu skaits, Japanas medakas tévinu karpinveida izaugumi). Proti, kimikalijas ar
konkrétu iedarbibas veidu var izraisit anormalu sekundaro dzimumpazimju paradiSanos pretgja dzimuma
dzivniekiem, pieméram, tadu androgéna receptoru agonistu ka trenbolons, metiltestosterons un dihidrotesto-
terons ietekmé melngalvas mailiSu matitém var sakt veidoties izteiktas narsta karpinas vai medakas matitém —
karpinveida izaugumi (11, 20, 21). Ir zinas ari par to, ka estrogéna receptoru agonisti pieaugusiem melngalvas
mailiu téviniem var samazinat narsta karpinu skaitu un muguras skausta segmenta lielumu (26, 27). Sadu
izteiktu morfologisko Ipatnibu novérojumi var sniegt ari noderigu kvalitativu un kvantitativu informaciju, péc
kuras noteikt turpmakas iesp&jamas vajadzibas zivju testéSana. Melngalvas mailites narsta karpinu skaitu un
lielumu un medakas karpinveida izaugumu skaitu kvantitativi noteikt var tie$i vai, praktiskak, saglabatiem
paraugiem. Melngalvas mailites un medakas sekundaro dzimumpazimju noteikSanai ieteicamas procediras
noraditas attiecigi 5.A un 5.B papildinajuma.

Vitelogenins (VTG)

43. Ar heparinizétu mikrohematokrita kapilarcauruliti vai kardialas punkcijas 8lirci no astes artérijas/vénas nem
asinis. Atkariba no zivs lieluma no vienas melngalvas mailites parasti npem 5 lidz 60 pl un no zebrzivs — 5
lidz 15 pl. Plazmu no asinim atdala centrifugéjot, un lidz VTG analizu veikSanai, pievienojot proteazes
inhibitorus, glaba —80 °C temperatiira. Par audu avotu VTG noteiksanai var izmantot ari medakas aknas un
zebrzivs galvas vai astes homogenatu (6. papildindjums). VTG meérfjuma pamata jabiit validétai homologai
ELISA metodei, kura izmanto homologu VTG standartvielu un homologas antivielas. Ieteicams izmantot
metodi, ar ko ir iespéjams konstatét VTG, kura daudzums ir tikai dazi ng/ml plazma (vai ng/mg audos), kas
atbilst fona limenim testé$ana neeksponétu zivs tévinu organisma.

44. VTG analizes kvalitates kontrolé izmanto standartvielas, sagataves un vismaz atkartotas analizes. Lai noteiktu
minimalo parauga at$kaidijuma koeficientu, attieciba uz katru ELISA metodi jatesté matrices ietekme (paraugat-
Skaidijuma ietekme). Katra VTG testos izmantotd ELISA testa platé jabat sadiem kvalitates kontroles
paraugiem: vismaz 6 kalibracijas standarti, kas atbilst paredzamo VTG koncentraciju diapazonam, un vismaz
viens nespecifisks saistiSanas testa “tukSais paraugs” (analizé dublikatparaugu). Absorbcijai Sajos tuksajos
paraugos jabut zemakai par 5 % no absorbcijas, kas vérojama maksimalas kalibracijas standartam. No katra
parauga atSkaidjjuma analiz€ vismaz divas alikvotas (dublikatiedobes). Dublikatiedobes, kas atskiras vairak par
20 %, jaanalizé atkartoti.

45. Kalibracijas liknu korelacijas koeficientam (R?) japarsniedz 0,99. Tomér ar augstu korelaciju nepietiek, lai
garantétu pietickamu koncentracijas prognozésanu visos diapazonos. Papildus tam, ka jabat pietickami augstai
korelacijai kalibracijas Iikné, katrai standarta koncentracijai, ko aprékina péc kalibracijas liknes, jabat 70 lidz
120 % nominalas koncentracijas. Ja nominalajam koncentracijam (pieméram, zemakas koncentracijas) ir
tendence attalinaties no kalibracijas regresijas liknes, kalibracijas likni var bait nepiecieSams sadalit zemaja un
augstaja diapazona vai izmantot nelinearu modeli, kas pietickami derétu absorbcijas datiem. Ja likni sadala,
abos liknes segmentos jabit R > 0,99.

46. Noteiksanas robeza (LOD) ir zemaka analitiska standarta koncentracija, bet kvantitativas noteikSanas robeza
(LOQ) ir zemaka analitiska standarta koncentracija, kas reizinata ar zemako atskaidijuma koeficientu.

47. Katra VTG testu diena analizé stiprinatu paraugu, kas gatavots, izmantojot vairakiem testiem kopigu references
standartvielu (7. papildindjums). Prognozétas koncentracijas un izméritas koncentracijas attiecibu testéSanas
parskata norada kopa ar katra attiecigaja diena veikta testu kompleksa rezultatiem.
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Gonadu histopatalogijas novertgjums

48. Parvaldes iestades var pieprasit veikt gonadu histopatalogiju, lai izpétitu HPG ass merkorganu péc ta
eksponésanas kimikalijai. Sim nolikam ar fiksatoru apstrada veselas vai preparétas gonadas. Ja vajadziga
histopatalogija, gonada tiek meklétas specifiskas ar endokriniem saistitas atbildreakcijas, lai bitu iespjams
novertét testéjamas kimikalijas endokrino aktivitati. Butiskas diagnostiskas atbildreakcijas ir oociti sékliniekos,
Leidiga $tinu hiperplazija, samazinata dzeltenuma veidoSanas, palielinats spermatogonalo $tinu daudzums un
perifolikulara hiperplazija. Paréjiem gonadu bojajumiem, pieméram, ol$iinu atrézijai, séklinieku degeneracijai
un attistibas izmainam var but dazadi céloni. Norazu dokumentd par zivju gonadu histopatalogiju ir
specificétas procediras, kas jaizmanto gonadu secé$ana, fiksacija, sekcija un histopatalogiska novertésana (22).

DATI UN TESTESANAS PARSKATS
Biomarkieru reakcijas novértésana ar dispersijas analizi (turpmak “ANOVA”)

49. Lai noteiktu kimikalijas iespéjamo aktivitati, dazadas apstrades grupas un kontrolgrupas iegita atbildreakcija
jasalidzina, izmantojot dispersijas analizi (ANOVA). Ja izmanto $kidinataja kontrolgrupu, attiecigu statistisku
testu, kurd salidzina atskaidiSanas Gidens kontrolgrupu un $kidinataja kontrolgrupu, veic attieciba uz katru
beigupunktu. Norddjjumi par to, kia ar datiem par at$kaidiSanas tdens kontrolgrupu un skidinatdja
kontrolgrupu jarikojas turpmakaja statistiskaja analiz€, atrodami OECD, 2006c (28). Visi biologiskas
atbildreakcijas dati jaanalizé un testéSanas parskata jaieklauj par katru dzimumu atseviski. Ja neizpildas parame-
triskajam metodém vajadzigie pienémumi — dati neatbilst normalsadalfjumam (pieméram, Sapiro-Vilka tests)
vai ir vérojama heterogéna dispersija (Bartleta tests vai Lévena tests), jaapsver, vai pirms ANOVA veikSanas dati
nebatu japarveido ta, lai dispersijas homogenizétu, vai varbat javeic sverta ANOVA. Devas un atbildreakcijas
nemonotonas sakaribas gadijuma var izmantot Daneta (parametrisko) testu, kura salidzina vairakus parus, vai
Manna-Vitnija testu ar Bonferoni (neparametrisku) korekciju. Ja devas un atbildreakcijas sakariba ir aptuveni
monotona, var izmantot citus statistiskos testus (pieméram, DZonkhira-Terpstra testu vai Viljamsa testu). Lai
bitu vieglak lemt, kurs statistiskais tests biitu vispiemerotakais, 8. papildinagjuma sniegta statistiska diagramma.
Papildu informacija pieejama arl ESAO “Document on Current Approaches to Statistical Analysis of Ecotoxicity Data”
(28).

Zinojums par testa rezultatiem
50. Petijuma rezultatos ietilpst:
Testesanas laboratorija:
— atbildigie darbinieki un vinu pienakumi pétijuma,
— katra laboratorija ir pieradijusi kvalifikaciju, izmantojot vairakas reprezentativas kimikalijas.
Testgjama kimikalija:
— test€jamas kimikalijas ipasibas,
— fizikalais stavoklis un attiecigas fizikalkimiskas ipasibas,
— testéjamo koncentraciju pagatavo$anas metode un bieZums;
— informacija par stabilitati un bionoardamibu.
Skidinatajs:
— $kidinataja raksturojums (veids, izmantota koncentracija);

— $kidinataja izraudziSanas pamatojums (ja $kidinatajs nav Gidens).
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Testa dzivnieki:

— sugas un linija;

— piegadatajs un konkréta piegadatajiestade,

— zivju vecums testa sakuma un reproduktivais/narstoanas statuss;

— dati par dzivnieku aklimatizacijas procediiru;

— zivju kermena svars ekspozicijas sakuma (zivju parauga apak$paraugs).
Testesanas apstakli:

— izmantota testa metode (testa tips, noslogojums, apdzivotibas blivums u. c.);
— izejskidumu pagatavosanas metode un caurplides;

— nominalas test§jamas koncentracijas, iknedélas izmeritas testa Skidumu koncentracijas un izmantota
analizes metode, mérjjumu vidéjas vértibas un standartnovirzes testa traukos un pieradijumi tam, ka
mérijumi raksturo testéjamas kimikalijas koncentracijas ista skiduma;

— atskaidiSanas Gidens ipasibas (tostarp pH, cietiba, sairmainiba, temperatiira, iz§kidusa skabekla koncentracija,
atlikusa hlora limenis, kopé€jais organiskais ogleklis, suspendétas cietas dalinas un citi veiktie mérijumi);

— {dens kvalitate testa traukos: pH, cietiba, temperatiira un iz§kidusa skabekla koncentracija,

— detalizéta informacija par baroSanu (pieméram, baribas(-u) veids(-i), avots, izbarotais daudzums un
barosanas biezums, ka ari attiecigo piesarpotaju (pieméram, PHB, PAO un hlororganisko pesticidu)
analizes, ja tadas ir veiktas)

Rezultati
— apliecinajums, ka kontrolgrupas atbildusas testa pienemamibas kritérijiem;

— dati par mirstibu ar jebkuru no testégjamajam koncentracijam un kontrolgrupas;

— izmantotas statistiskas analizes metodes, datu apstrade un izmantoto metozu pamatojums;

— biologisko novérojumu dati par morfologiskajam pazimém, ari par sekundarajam dzimumpazimém, ikru
nérSanu un VTG;

— datu analizes rezultati, ieteicams — tabulu un grafiku veida;

— novérojumi par zivju neraksturigu izturéSanos un jebkada redzama testéjamas kimikalijas izraisita ietekme.

NORADIJUMI PAR TESTA REZULTATU INTERPRETACIJU UN PIENEMAMIBU

51. Saja iedala sniegti dazi apsvérumi, kas janem véra testa rezultdtu interpretéSand attieciba uz dazadajiem
méritajiem beigupunktiem. Ja rezultati liecina, ka testgjama kimikalija izraisa acimredzamu toksiskumu vai
ietekmé testa dzivnieka visparigo stavokli, tie jainterpreté piesardzigi.

52. Nosakot testéjamas kimikalijas koncentraciju diapazonu, jaraugas, lai netiktu parsniegta maksimala pielaujama
koncentracija, pie kuras iespéjama jégpilna datu interpretacija. Ir svarigi veikt vismaz vienu apstradi, kura
testgjamas kimikalijas toksiskas ietekmes pazimes nav vérojamas. Slimibu un toksiskas ietekmes pazimes riipigi
janovérté un jaatspogulo zinojuma. Pieméram, iesp&ams, ka VTG producéSanos zivju mati§u organisma
ietekmé ari visparigs toksiskums vai neendokrina veida toksiska iedarbiba, pieméram, hepatotoksiskums.
Tomér interpretaciju par ietekmi var nostiprinat, izmantojot citus apstrades limenus, kuros nav vérojama
sistemiska toksiskuma maldino$a ietekme.
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53. Attieciba uz testa rezultatu pienemamibu janem véra vairaki aspekti. Visparigs noradijums ir tads, ka tévinu un
mati§u organisma VTG limepiem kontrolgrupas attieciba uz melngalvas mailitém un zebrzivim jabit
izteiktiem un jaatskiras aptuveni par tris lieluma kartam un attieciba uz Japanas medakam — aptuveni par
vienu lieluma kartu. Kontrolgrupas un apstrades grupas novéroto vértibu diapazonu pieméri ir pieejami
validacijas parskatos (1, 2, 3, 4). Augstas VTG vértibas kontrolgrupas tévinu organisma var ietekmét testa
reagetspéju un ta sp&u konstatét vajus estrogéna agonistus. Zemas VTG vértibas kontrolgrupas matisu
organisma var ietekmét testa reag€tsp&u un ta spgju konstatét aromatazes inhibitorus un estrogéna
antagonistus. Noradijumos ir izmantoti validacijas pétjjumi.

54. lkru raZoSanas kvantitativa noteikSana ir atkariga no svarigam variacijam [variacijas koeficients (CV) var
variéties no 20 lidz 60 %], kas, CV tuvojoties 50 % vai augstakam procentam, ietekmé testa sp&u noteikt
batisku par 70 % mazaku samazinajumu ikru razoSana. Ja CV saglabajas zemakas robezas (apméram 20—
30 %), testam biis pienemama jauda (80 %), un ar to varés noteikt 40-50 % samazindjumu ikru raZoana. Ja
melngalvas mailitei izmanto testa planu, kur katrd apstrades limeni ir Cetri replikati, attieciba uz auglibas
beigupunktu iegist lielaku jaudu neka ar testa planu, kur ir tikai divi replikati.

55. Ja laboratorija $adu testu ieprieks nav veikusi vai ja ir notikusas biitiskas parmainas (pieméram, mainitas zivju
linjjas vai piegadatajs), ir ieteicams veikt tehniskas kvalifikacijas pétjjumu. leteicams izmantot kimikalijas ar
atskirigu iedarbibas veidu vai ietekmi uz vairakiem testa beigupunktiem. Katra laboratorija tiek aicinata
apkopot vesturiskus kontroles datus par téviniem un matitém un veikt testu ar pozitivu kontroles kimikaliju,
kurai ir zinama estrogéniska iedarbiba (pieméram, 17f-estradiols koncentracija 100 ng/l vai zinams vajs
agonists) un kura paaugstina VTG limeni zivju tévinu organisma, ar pozitivu kontroles kimikaliju, kura inhibe
aromatazi (pieméram, fadrozols vai prohlorazs koncentracija 300 pgfl) un kura pazemina VTG limeni zivju
matisu organisma, un pozitivu kontroles kimikaliju, kurai ir androgéniska iedarbiba (pieméram, 17p-
trenbolons koncentracija 5 pgfl) un kura melngalvas mailites un Japanas medakas matitém ierosina sekundaro
dzimumpazimju veidoSanos. Lai blitu drosiba par laboratorijas kvalifikaciju, Sos datus var salidzinat ar
pieejamiem validacijas pétijumu datiem (1, 2, 3).

56. Kopuma VTG merjjumi jauzskata par pozitiviem, ja salidzinajuma ar kontrolgrupu vismaz augstakaja testéto
vielu koncentracijas limen ir konstatéts statistiski nozimigs VTG palielinajums (p < 0,05) tévinu organisma vai
statistiski nozimigs VTG samazinajums (p < 0,05) mati§u organisma, un vispariga toksiskuma pazimes nav
novérojamas. Pozitivus rezultatus pamato, pieradot biologiski ticamu sakaribu starp devu un atbildreakcijas
likni. Ka noradits ieprieks, ne viss VTG samazinjums var bat endokrinas izcelsmes, tomér pozitivs rezultats
kopuma jainterpreté ka lieciba par endokrinu aktivitati in vivo, un $ada gadijuma parasti ir javeic papildu
izmekl&jumi, lai precizétu rezultatus.

57. Regulatori var prasit gonadu histopatalogijas novértéjumu, lai noteiktu testa dzivnieku reproduktivo veselibu
un lai testa rezultatus varétu novértét péc pieradijumu svara. Gonadu histopatologija var netikt prasita, ja ir
pozitivs VTG vai kada sekundara dzimumpazime (t. i., VTG palielindgjums vai samazinajums vai sekundaro
dzimumpazimju inducéanas).
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1. papildinajums

SATSINAJUMI UN DEFINICIJAS

Kimikalija: viela vai maisjjums.

CV: variaciju koeficients

ELISA: imiinfermentativa analize.

HPG ass: hipotalama, hipofizes un gonadu ass

Noslogojums: zivju mitrais svars uz vienu Gidens tilpuma vienibu.

MPK: maksimali pielaujama koncentracija, kas atbilst aptuveni 10 % no letalas koncentracijas LCy,.
Apdzivotibas blivums: zivju skaits viena idens tilpuma vieniba.

Test&jama kimikalija: Jebkura viela vai maisijums, kuru testé, izmantojot 3o testéSanas metodi.

VTG: olas dzeltenuma fosfolipidu glikoproteina prekursors, kas parasti veidojas organisma seksuali
mugurkaulnieku matitem, kuras dgj olas/nér$ ikrus.

aktivam
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2. papildinajums

ZIVJU ENDOKRINAS SISTEMAS SKRININGA TESTA EKSPERIMENTALIE APSTAKLI

1. leteicamas sugas

Melngalvas mailite
(Pimephales promelas)

Medaka
(Oryzias latipes)

Zebrzivs
(Danio rerio)

2. Testa veids

Caurplade

Caurplade

Caurplade

3. Udens temperatiira

25+ 2°C

25+ 2°C

26 £ 2°C

4. Apgaismojuma kvalitate

Dienasgaismas spuldzes (plasa
spektra)

Dienasgaismas spuldzes (plasa
spektra)

Dienasgaismas spuldzes (plasa
spektra)

5. Gaismas intensitate

10-20 pE/m?[s, 54 0-1 000
lux vai 50-100 ft-c (limenis la-
boratorija)

10-20 pE/m?[s, 540-1 000 lux
vai 50-100 ft-c (limenis labo-
ratorija)

10-20 pE/m?fs, 540-1 000 lux
vai 50-100 ft-c (limenis labora-
torija)

6. Fotoperiods (ritausmas/kré-
slas parejas ir ieteicamas,
tacu netiek neuzskatitas par
nepiecieSamam)

16 h gaisma, 8 h tumsa

12-16 h gaisma, 12-8 h tumsa

12-16 h gaisma, 12-8 h tumsa

7. Noslogojums

<5guzl

<5guzl

<5guzl

8. Testa kameras izmeérs

10 1 (minimalais izmeérs)

2 | (minimalais izmérs)

5 1 (minimalais izmeérs)

9. Testa $kiduma tilpums

8 | (minimalais izmérs)

1,5 I (minimalais izmeérs)

4 1 (minimalais izmeérs)

10. Testa skidumu tilpuma ap-
mainu skaits

Vismaz 6 diena

Vismaz 5 diena

Vismaz 5 diena

11. Testa organismu vecums

sk. 21. punktu.

sk. 21. punktu.

sk. 21. punktu.

12. Pieaugusu zivju aptuvenais
mitrais svars (g)

Matites: 1,5 + 20 %
Tevini: 2,5 £ 20 %

Matites: 0,35 = 20 %
Tévini: 0,35 £ 20 %

Matites: 0,65 = 20 %
Tevini: 0,4 £ 20 %

13. Zivju skaits testa trauka

6 (2 tévini un 4 matites)

6 (3 tévini un 3 matites)

10 (5 tévini un 5 matites)

14. Apstrazu skaits

= 3 (plus attiecigas kontrolgru-
pas)

= 3 (plus attiecigas kontrolgru-
pas)

= 3 (plus attiecigas kontrolgru-
pas)

15. Trauku skaits

stradé

katra ap-

Vismaz 4

Vismaz 4

Vismaz 2

16. Zivju skaits uz katru testé-
jamo koncentraciju

16 pieauguSas matites un § te-
vini (4 matites un 2 tévini ka-
tra replikata trauka)

12 pieauguSas matites un 12
tévini (3 matites un 3 tévini
katra replikata trauka)

10 pieaugusas matites un 10 té-
vini (5 matites un 5 tévini katra
replikata trauka)
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17. BarosSanas rezims

Dzivas vai saldétas pieaugusas
vai nauplija stadijas okeana
garneles divas vai tiis reizes
diena (ad libitum), tirdznieciba
pieejama bariba vai abu mi-
néto veidu kombinacija

Nauplija stadijas okeana garne-
les divas vai tris reizes diena
(ad libitum), tirdznieciba pie-
ejama bariba vai abu minéto
veidu kombinacija

Nauplija stadijas okeana garne-
les divas vai tris reizes diena (ad
libitum), tirdznieciba pieejama
bariba vai abu minéto veidu
kombinacija

18. Aeracija

Nav, ja vien IS koncentracija
nav zemaka par 60 % no gaisa
piesatinajuma

Nav, ja vien IS koncentracija
nav zemaka par 60 % no gaisa
piesatinajuma

Nav, ja vien IS koncentracija nav
zemaka par 60 % no gaisa pie-
satinajuma

19. Atskaidisanas tidens

Tirs virszemes, akas vai rekon-
stituéts tidens vai krana adens,
no kura attirits hlors

Tirs virszemes, akas vai rekon-
stituéts idens vai krana udens,
no kura attirits hlors

Tirs virszemes, akas vai rekon-
stituéts tdens vai krana adens,
no kura attirits hlors

20. Pirmsekspozicijas periods | leteicams 7-14 dienas leteicams 7-14 dienas leteicams 7-14 dienas
21. Kimiskas ekspozicijas il- | 21 diena 21 diena 21 diena
gums
22. Biologiskie beigupunkti — izdzivotiba — izdzivotiba — izdzivotiba
— izturédanas — izturédanas — izturédanas
— augliba — augliba — augliba
— sekund. dzimumpazimes — sekund. dzimumpazimes — VTG

VTG
péc izveles gonadu histopa-
tologija

VTG
péc izveles gonadu histopa-
tologija

péc izvéles gonadu histopa-
tologija

23. Testa pienemamiba

Iz8kidugais skabeklis > 60 %
piesatindjuma; vidéja tempera-
tara 25 = 2°C; kontrolgrupas
zivju izdzivotiba 90 %; izméri-
tas testa koncentracijas 20 %
robezds no vidéam izmeérita-
jam vértibam katra apstrades
limeni.

Iz8kidugais skabeklis > 60 %
piesatindjuma; vidéja tempera-
tira 25 + 2°C; kontrolgrupas
zivju izdzivotiba 90 %; izméri-
tas testa koncentracijas 20 %
robezds no vidgam izmeérita-
jam vertibam katra apstrades
limeni.

Iz8kidugais skabeklis > 60 %
piesatindgjuma; vidéa tempera-
tira 26 * 2°C; kontrolgrupas
zivju izdzivotiba 90 %; izméritas
testa koncentracijas 20 % robe-
7as no vidéjam izmeritajam ver-
tibam katra apstrades limeni.
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3. papildinajums

DAZAS PIENEMAMA ATSKAIDISANAS UDENS KIMISKAS IPASIBAS

SASTAVDALA KONCENTRACIJAS

Dalinas <20 mg/l
Kopgjais organiskais ogleklis <2 mg|l
Nejonizéts amonjaks <1 pgll

Atlikusais hlors <10 pg/l
Kopégjie fosfororganiskie pesticidi < 50 ng/l
Kopéjie hlororganiskie pesticidi un polihlorbifenili < 50 ng/l
Kopégjais organiskais hlors <25 ngfl
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4.A. papildingjums

ZEBRZIVS NARSTA SUBSTRATS

Narstosanas paplate: stikla instrumentu trauks, pieméram, 22 x 15 x 5.5 ¢cm (g x p x dz), kas parklats ar
nonemamu nerfiso$a térauda sietinu (acs 2 mm). Sietinam instrumentu trauka atvere japarklaj lidz noteiktam
limenim zem trauka malas.
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Uz sietina fiksé narsta substratu. Tam vajadzétu bt materidlam, kura zivis var iepeldét. Pieméram, pieméroti ir
maksligi akvarija augi no zala plastmasas materiala (NB: janem véra test§jamas kimiskas vielas iesp&jama
adsorbéSanas uz plastmasas materiala). Plastmasas materials pietiekami ilgi jaskalo pietiekama daudzuma silta
tdens, lai nodrodinatu, ka testa Gdeni nenonak nekadas kimiskas vielas. Ja izmanto stikla materialus, jagada, ka
zivis energisku kustibu laika nesavainojas vai netiek saspiestas.

Attalumam starp paplati un tvertnes sienam jabit vismaz 3 cm, lai nodrosinatu, ka narsto§ana nenotiek arpus
paplates. Uz paplates iznérstie ikri izkrit cauri sietinam, un 45-60 miniites péc apgaismosanas sakuma no tiem var
nemt paraugus. Caurspidigie ikri ir nelipo$i, un $kérsgaisma tos var viegli saskaitit. Ja katra trauka izmanto piecas
matites, lidz 20 ikriem diena uzskatams par zemu, lidz 100 — par vid&ju, bet vairak neka 100 — par augstu
raditaju. Narsta paplate jaizpem, ikri jasavac, un narsta paplate iesp&jami velu vakara vai loti agri no rita jaievieto
atpaka] testa trauka. Laiks lidz atpakalievieto$anai nedrikstétu parsniegt vienu stundu, citadi narsta substrata
ievietoSana var ierosinat individualu parosanos un narstosanu neraksturiga laika. Ja ir kadi apstakli, kuru dé] paplate
jaievieto velak, tas jaizdara vismaz 9 stundas péc apgaismosanas sakuma. Tik vélu diena narstoSana vairs netiek
ierosinata.

28.4.2017.
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4.A papildinajums

MELNGALVAS MAILITES NARSTA SUBSTRATS

Katra testa kamera ievieto divas vai tris kombinétas plastmasas/keramikas/stikla vai nerisosa térauda narsta flizes
vai paplates (pieméram, 80 mm garu peleku pusapalu cauruliti, kas novietota uz 130 mm garas paplates ar
atlokiem) (sk. attélu). Ir pieradits, ka narsta substratam ir piemérotas attiecigi sagatavotas PVC vai keramikas flizes
(Thorpe et al, 2007).

Lai uzlabotu sakeri, flizes ieteicams padarit abrazivas. Paplatei ir vajadzigs siets, lai zivis nevarétu pieklat nokritu-
Sajiem ikriem, ja vien nav pieradits, ka ikri efektivi lip pie izmantota narsta substrata.

Pamatne ir veidota ta, lai saturétu ikrus, kas nepielip pie flizu virsmas un nokrit lidz tvertnes dibenam (vai ikrus,
kas iznérsti tiesi uz plakanas plastmasas pamatnes). Visus narsta substratus pirms izmantoanas vismaz 12 stundas
skalo atSkaidiSanas Gideni.

Thorpe KL, Benstead R, Hutchinson TH, Tyler CR, 2007. An optimised experimental test procedure for measuring
chemical effects on reproduction in the fathead minnow, Pimephales promelas. Aquatic Toxicology, 81: 90-98.
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5.A papildinajums

MELNGALVAS MAILITES SEKUNDARO DZIMUMPAZIMJU NOVERTESANA NOTEIKTU ENDOKRINI
AKTIVU KIMISKO VIELU DETEKTESANAI

Parskats

Testéjot endokrinos disruptorus, potenciali svarigas izskata pazimes picaugu$am melngalvas mailitém ir kermena
krasa (t. i., gaiSa vai tumsa), krasojuma struktiira (t. i, ir vai nav vertikalas joslas), kermena forma (t. i., galvas un
kriisu dalas forma, veédera apvidus uzpiisanas) un ipasas sekundaras dzimumpazimes (t. i., narsta karpinu skaits un
lielums, pakausa segmenta un déjekla lielums).

Narsta karpinas reproduktivi aktiviem melngalvas mailites tévipiem atrodas uz galvas (uz pakausa segmenta) un
parasti ir izkartotas abpus€ji simetriska struktiira (Jensen et al. 2001). Kontrolgrupas matitém un jauniem tévigiem
un matitém karpinu attistidanas nav novérojama (Jensen et al. 2001). Téviniem ap acim un starp nasim var biit lidz
astopam atseviskam karpinam. Vairums lielako karpinu ir izkartotas divas paralélas linijas tie$i zem nasim un virs
mutes. Daudzam zivim karpinu grupas atrodas zem apakszokla; mutes tuvuma parasti atrodas viens karpinu paris,
tomeér tuvak véderam var atrasties lidz Cetram karpinam. Karpinu reti ir vairak neka 30 (diapazons, 18-28; Jensen
et al. 2001). Galvenas (skaita zina) karpinas ir atseviskas, salidzino$i apalas struktiiras, kuru augstums aptuveni
lidzinas to radiusam. Vairumam reproduktivi aktivo tévinu ir ari vismaz dazas karpinas, kas ir tik palielinatas un
izteiktas, ka nav atskiramas ka atseviskas struktiiras.

Dazu endokrini disruptivu kimikaliju ietekmé pretgja dzimuma Ipatpiem var paradities anormalas sekundaras
dzimumpazimes; pieméram, tadu androgéna receptoru agonistu ki 17a-metiltestosterona vail7f-trenbolona
ietekmé melngalvas mailites matitém var izveidoties narsta karpinas (Smith 1974; Ankley et al. 2001; 2003),
savukart estrogéna receptoru agonistu ietekmé téviniem narsta karpinu skaits vai izmérs var samazinaties (Miles-
Richardson et al. 1999; Harries et al. 2000).

Turpinajuma sniegts melngalvas mailites narsta karpinu apraksts, pamatojoties uz procediiram, kuras izmanto ASV
Vides aizsardzibas agentiiras laboratorija Minesotas Stata Duluta (U.S. Environmental Protection Agency lab in Duluth,
MN). Konkrétos izstradajumus un/vai aprikojumu var aizstat ar lidzvértigiem pieejamiem materialiem.

Aplikosanu vislabak veikt ar apgaismotu palielinamo stiklu vai apgaismotu mikroskopu ar 3X palielindgjumu. Zivi
apskata no aizmugures un no priekSpuses (ar galvu pret skatitaju).

— |Zivi ievieto maza Petri platé (pieméram, ar 100 mm diametru), pavérSot to ar galvu pret skatitaju un ar véderu
uz leju. Fokusé skatu meklétaju, lai atrastu karpinas. Zivi uzmanigi un léni apve] no viena sana uz otru, lai
noteiktu karpinu zonas. Saskaita karpinas un registré to skaitu.

— Apskati atkarto uz galvas véderpuses virsmas, Petri platé pavérot zivi ar muguru pret skatitaju.

— Katra zivs jaapskata 2 minasu laika.

Karpinu skaitiSana un novértésana

Melngalvas mailitém ir identificétas seSas konkrétas zonas, kuras novérté karpinu esamibu un attistidanos. Ir
sagatavota veidlapa, kura var noradit karpinu izvietojumu un daudzumu (sk. §1 papildindjuma beigas). Karpinu
skaitu registré un to lielumu katram organismam kvantitativi novérté atbilstosi §adai skalai: 0 — nav novérojama, 1
— ir novérojama, 2 — palielinata un 3 — izteikta (1. attéls).

Vert&jums 0 — karpinas nav novérojamas. Vértéjums 1 — ir novérojama; jebkura karpina, kurai ir punkts, kura tas
augstums ir gandriz vienads ar tas radiusu. Veért§ums 2 — palielinata; svarigi, ka audi izskatas péc zvaigznites;
parasti ar starveida pamatni un rievojumu no centralas dalas. Karpinu augstums biezi vien ir nevienmérigs, bet
reizém tas var but apalas. Vért€jums 3 — izteikta; parasti diezgan liela un noapalota, ar mazak izteiktu struktiiru.
Dazkart $is karpinas savienojas, izveidojot vienotu masu atseviska vai vairakas zonas (turpmak noradita B, C un D
zona). Krasojums un struktiira ir lidziga vért§jumam 2, tomér reizém pazimes ir diezgan neskaidras. Saja karpinu
novértésanas sistéma kopéjais punktu skaits normalam kontrolgrupas tévinam ar 18-20 karpinam parasti ir < 50
(Jensen et al. 2001).
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1. attels

Dazam zivim faktiski karpinu var biit vairak neka veidnei attiecigajai novérté§juma zonai paredzéts riitinu. Sada
gadjjuma papildu novértéjuma skaitlus var atzimét turpat pa labi vai pa kreisi no ratinas. Lidz ar to veidlapa nav
jabat simetrijai. Papildu iesp&a tadu karpinu kartéSanai, kas izvietotas pa pariem vai vertikali savienojusas gar
mutes horizontalo plakni, ir divas reizes atzimeét divu karpinu noveértéjuma punktus viena ratina.

Kartésanas zonas.

A - ap aci izvietotas karpinas. Karté muguras-védera virziena ap acs priek$gjo gredzenu. Pieaugusiem kontrolgrupas
téviniem parasti vairakas, kontrolgrupas matitém nav, androgéniem eksponétam matitém parasti paris (pa vienai
pie katras acs) vai viena.

B-karpinas starp nasim (sensoro kanalu poram). Vairak nobriedusiem kontrolgrupas téviniem parasti pa pariem (2
— palielinata vai 3 - izteikta). Kontrolgrupas matitém nav novérojamas, bet reiz€m novérojamas un attistas
androgéniem eksponétam matitém.

C - karpinas, kas novietotas tie$i nasu prieksa, paraleli mutei. NobrieduSiem kontrolgrupas téviniem parasti
palielinatas vai izteiktas. Mazak attistitiem téviniem vai androgéniem eksponétim matitém novérojamas vai
palielinatas.

D — gar mutes liniju paraléli novietotas karpinas. Kontrolgrupas téviniem parasti tas vérté ka attistitas. Kontrol-
grupas matitém to nav, bet androgéniem eksponétam matitém ir novérojamas.

E — karpinas uz apaks$Zokla mutes tuvuma, parasti nelielas un pa pariem. Mainiga skaita kontrolgrupas téviniem vai
ar test€jamo kimisko vielu apstradatiem téviniem un ar testéjamo kimisko vielu apstradatam matitém.

F — karpinas izvietotas védera virziena no E zonas. Parasti nelielas un pa pariem. Novérojamas kontrolgrupas
téviniem un androgéniem eksponétam matitém.

ATSAUCES

(1) Ankley GT, Jensen KM, Kahl MD, Korte JJ, Makynen ME. 2001. Description and evaluation of a short-term
reproduction test with the fathead minnow (Pimephales promelas). Environ Toxicol Chem 20:1276-1290.

(2) Ankley GT, Jensen KM, Makynen EA, Kahl MD, Korte JJ, Hornung MW, Henry TR, Denny JS, Leino RL, Wilson VS,
Cardon MC, Hartig PC, Gray EL. 2003. Effects of the androgenic growth promoter 17-f trenbolone on fecundity
and reproductive endocrinology of the fathead minnow. Environ Toxicol Chem 22:1350-1360.

(3) Harries JE, Runnalls T, Hill E, Harris CA, Maddix S, Sumpter JP, Tyler CR. 2000. Development of a reproductive
performance test for endocrine disrupting chemicals using pair-breeding fathead minnows (Pimephales promelas).
Environ Sci Technol 34:3003-3011.
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(4) Jensen KM, Korte JJ, Kahl MD, Pasha MS, Ankley GT. 2001. Aspects of basic reproductive biology and endocri-
nology in the fathead minnow (Pimephales promelas). Comp Biochem Physiol C 128:127-141.

(5) Kahl MD, Jensen KM, Korte JJ, Ankley GT. 2001. Effects of handling on endocrinology and reproductive
performance of the fathead minnow. J Fish Biol 59:515-523.

(6) Miles-Richardson SR, Kramer V], Fitzgerald SD, Render JA, Yamini B, Barbee SJ, Giesy JP. 1999. Effects of
waterborne exposure of 17-estradiol on secondary sex characteristics and gonads of fathead minnows
(Pimephales promelas). Aquat Toxicol 47:129-145.

(7) Smith RJF. 1974. Effects of 17a-methyltestosterone on the dorsal pad and tubercles of fathead minnows
(Pimephales promelas). Can ] Zool 52:1031-1038.

Karpinu veidlapa:
ID Skaitliskais novértejums
Datums 1 —ir novérojamas
Kopskaits 2 - palielinata
3 —izteikta
| | A | x| x| x1 | x|
| | B | x1 [ x| x| x|
C X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
D X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1

| | F x| x| x| x
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5.B papildinajums

JAPANAS MEDAKAS SEKUNDARO DZIMUMPAZIMJU NOVERTESANA NOTEIKTU ENDOKRINI
AKTIVU KIMISKO VIELU DETEKTESANAI

Turpinajuma sniegts medakas (Oryzias latipes) sekundaro dzimumpazimju — Kkarpinveida izaugumu (¥) —
mérijumu apraksts.

(1) Péc aknu izgriesanas (6. papildinajums) kermeni ievieto koniska centriftigas stobrina, kas satur 10 ml 10 %
neitrala formalina bufer$kiduma (augspusé: galva, lejpuse: aste). Ja gonada ir fikséta $kiduma, kas nav 10 %
neitrals formalina bufer$kidums, ar nazi veic $kérsenisku griezienu starp analas spuras prieksgjo dalu un analo
atveri, raugoties, lai nebojatu genitalo poru un pasu gonadu (3. attéls). Zivs kermena prieks¢jo dalu ievieto
fiksgjosa skiduma, lai saglabatu gonadu, bet zivs astes dalu — 10 % neitrala formalina buferskiduma, ka
noradits ieprieks.

(2) Kad zivs kermenis ievietots 10 % neitrala formalina buferskiduma, ar pinceti satver analas spuras prieksgjo dalu
un aptuveni uz 30 sekundém to saliec, lai anala spura batu atvérta. Analo spuru ar pinceti uzmanigi satver aiz
daziem priekséjas dalas stariem ta, lai nesaskrambatu karpinveida izaugumus.

(3) Péc tam, kad anala spura 30 sekundes ir turéta atplesta, zivs kermeni lidz karpinveida izaugumu mériSanai
(jaméra péc vismaz 24 stundu fiksacijas) glaba istabas temperatiiras 10 % neitrala formalina buferskiduma.

Meérisana

(1) Péc tam, kad zivs kermenis vismaz 24 stundas fikséts 10 % neitrala formalina bufer§kiduma, to no koniska
centriftigas stobrina iznem un ar filtrpapiru (vai ar papira dvieli) nosusina formalinu.

(2) Zivi novieto ar véderu uz aug$u. Tad uzmanigi ar mazam secéSanai paredzétam $kérém nogrieZ analo spuru
(analo spuru ieteicams nogriezt kopa ar nelielu pterigiofora daudzumu).

(3) Nogrieztas analas spuras priek3gjo dalu satver ar pinceti un noliek uz priekSmetstiklina, uz kura ir dazi pilieni
tdens. Péc tam analo spuru parklaj ar segstiklinu. Analo spuru ar pinceti satver saudzigi, lai nesaskrambatu
karpinveida izaugumus.

(4) Izmantojot skaititdgju zem biologiska mikroskopa (stateniskd mikroskopa vai invertéta mikroskopa), saskaita
spuras staru skrimsla posmus ar karpinveida izaugumiem. Karpinveida izaugumus atzist tad, ja uz spuras staru
skrimsla posmu aizmuguréjas dalas ir redzami nelieli izaugumi. Tabula ieraksta spuras staru skrimsla posmu
skaitu katra spuru kaula (pieméram, pirmais spuru kauls: 0, otrais spuru kauls: 10, tresais spuru kauls: 12, utt.)
un par katru zivi Excel tabuld ieraksta $o skaitlu summu. Ja nepieciesams, andlo spuru nofotografé un spuru
staru skrimsla posmos eso3os karpinveida izaugumus saskaita fotografija.

(5) Péc mérisanas analo spuru ievieto glabasanai 1. punkta minétaja konusveida kolba.

(*) Karpinveida izaugumi parasti ir novérojami tikai pieaugusiem téviniem, un tie atrodas uz analas spuras no otra lidz septitajam vai
astotajam spuru staram, skaitot no analas spuras aizmuguréja gala (1. un 2. attéls). Tomér karpinveida izaugumi tikai retumis ir vérojami
uz pirma spuras stara no andlas spuras aizmuguréja gala. Si standartoperaciju procediira (turpmak “SOP”) attiecas arf uz to, kd méra
karpinveida izaugumus uz pirma spuras stara (3aja SOP spuras stara kartas skaitlis norada staru secibu no analas spuras aizmuguréja
gala).
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1. att.

Analas spuras formas un lieluma atskiribas starp dzimumiem. A, tévins; B, matite. Oka, T. B., 1931. On the
processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish. J. Fac. Sci., Tokyo
Univ., IV, 2: 209-218.

2. att.

A - izaugumi uz analas spuras staru skrimsla posmiem. J.P. — skrims]a posmi, A.S.- attalums starp asim; P —

process. B — analas spuras distalais izvirzijums. Aktinotrihija skiedras (Act.) atrodas spuras gala. Oka, T. B.,

1931. On the processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish. J.
Fac. Sci., Tokyo Univ., IV, 2: 209-218.

3. att.

Zivs kermena fotografija, kura redzama griezuma vieta, kur gonada ir fikséta fikséjosa Skiduma, kas nav
10 % neitrals formalina buferSkidums. Saja gadijuma atlikuso kermena dalu ar bardas nazi nogriez starp
analas spuras priekséjo dalu un anilo atveri (sarkana linija), un zivs kermena prieksdalu ievieto gonadai
paredzétaja fiks€josaja skiduma, bet zivs kermena astes dalu ievieto 10 % neitrala formalina buferskiduma.
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6. papildinajums
IETEICAMA PARAUGU NEMSANAS KARTIBA VITELOGENINA ANALIZEI

Jauzmanas, lai tévinu un matisu VTG paraugi savstarpéji nekontaminétos.

1.A procediira. Melngalvas mailite; asins nemsana no astes vénas/artérijas

Péc anestezéSanas ar skalpela asmeni dalgji atdala astes stumbru un ar heparinizétu mikrohematokrita kapilar-
mégeni no astes vénas/artérijas ievac asinis. P& asins parauga papemsanas plazmu atri atdala, centrifuggjot
3 mindtes ar paatrinajumu 15 000 g (vai 10 mindtes ar paatrinagjumu 15 000 g 4 °C temperatiird). Ja vélas, péc
centrifugéanas var noteikt hematokrita limeni. Tad plazmas dalu no mikrohematokrita mégenes izpem un glaba
centrifiigas mégené ar 0,13 vienibam aprotinina (proteazes inhibitors) —80°C temperatiira, lidz ir iespéama VTG
noteikSana. Atkariba no melngalvas mailites lieluma (atkarigs no dzimuma) ievacama asins parauga tilpums parasti
ir 5 lidz 60 mikrolitri no zivs (Jensen et al. 2001).

1.B procediira. Melngalvas mailite; asins nemsana no sirds

Asinis var nemt ari ar sirds punkcijas metodi, izmantojot heparinizétu §lirci (1 000 heparina vienibas uz ml). Asinis
ievieto Ependorfa mégenés (uz ledus) un centrifugé (5 miniites, 7 000 g, istabas temperatira). Plazmu ievieto tiras
Ependorfa meégenés (ja ar plazmas daudzumu tas iespjams, alikvotds) un lidz analizes veik$anai nekavéjoties
sasalde —80°C temperatiira (Panter et al., 1998).

2.A procediira. Japanas medaka; medakas aknu izgriesana

Testa zivju iznemsana no testa kameras
(1) Testa zivis no testa kameras iznem ar sietinkaroti. Jaraugas, lai testa zivis neiekristu citas testa kameras.

(2) Principa testa zivis iznem 3ada seciba: kontrolgrupa, $kidinataja kontrolgrupa (attiecigos gadijumos), zemakas
koncentracijas grupa, vidéjas koncentracijas grupa, augstakas koncentracijas grupa un pozitiva kontrolgrupa.
Turklat no vienas testa kameras vispirms iznem visus tévinus, tikai péc tam iznem matites.

(3) Péc argjam sekundiaram dzimumpazimém (pieméram, péc analas spuras formas) nosaka katras testa zivs
dzimumu.

(4) Testa zivi ievieto parvieto$anas traukd un parnes uz darba vietu, kur notiek aknu izgrieSana. Péc marké&uma
parbauda testa kameru un parvietoSanas trauku un parliecinas, ka no testa kameras iznemto zivju skaits un
testa kamera palikugo zivju skaits atbilst gaiditajam.

(5) Ja dzimumu nav iesp&jams noteikt péc zivju izskata, no testa kameras iznem visas zivis. Sada gadijuma
dzimumu nosaka, gonadu vai sekundaras dzimumpazimes apliikojot ar stereoskopisko mikroskopu.

Aknu izgrieSana

(1) Testa zivis no parvietosanas trauka ar nelielu sietinkaroti iece] anestézijas $kiduma.

(2) Péc testa zivju anestez&anas tas ar pinceti (patérinu precu tips) novieto uz filtrpapira (vai uz papira dviela).
Testa zivi ar pinceti satver aiz galvas saniem, lai nesalauztu asti.

(3)  Udeni no testa zivs virsmas nosusina ar filtrpapiru (vai ar papira dvieli).
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(14)

Zivi novieto ar véderu uz augSu. P&c tam ar sec€Sanas $kérém veic nelielu $kérsenisku iegriezumu puscela
starp kakla véderpuses dalu un védera vidusdalu.

SecéSanas $kéres ievieto nelielaja iegriezuma un pa védera vidusliniju uzskerz véderu no bronhu apvalka astes
puses punkta lidz analajai atverei galvaskausa pusé. Jaraugas, lai secéSanas $kéres neievietotu parak dzili,
bojajot aknas vai gonadu.

Zem stereoskopiska mikroskopa veic $§adas darbibas.

Testa zivi ar véderu uz aug$u novieto uz papira dviela (ir pieejama arf stikla Petri plate vai prieksmetstiklins).

Ar precizijas pinceti paple§ védera dobuma sienas un iznem iek$gjos organus. Ja nepiecieSams, atdalot vienu
no védera dobuma sienam, var iznemt iek3gjos organus.

Ar veél vienu precizijas pinceSu pari védera dobumu paver t3, lai bitu redzamas aknu un Zultspisla
savienojuma vieta. Tad satver Zultscelu un nogriez Zultspsli. Jaraugas, lai Zultspaslis neparplistu.

Satver baribas vadu un tada pasa veida no aknam atdala kunga un zarnu traktu. Jaraugas, lai neizlitu kunga
un zarnu trakta saturs. Kunga un zarnu traktu astes pusé atdala no analas atveres, un traktu iznem no védera
dobuma.

No aknam notira taukus un citus audus. Jaraugas, lai aknas nesaskrambatu.

Ar precizijas pinceti satver aknu portalo zonu, un aknas iznem no védera dobuma.

Aknas novieto uz prieksmetstiklina. Ja nepiecieSams, ar precizijas pinceti no aknu virsmas nopem palikusos
taukus un sveSos audus (pieméram, véderplévi).

Aknas ievieto 1,5 ml mikromeégeng, ko izmanto par taru, un ar elektroniskiem analitiskajiem svariem nosaka
aknu svaru. Veértibu registré darba lapa (nolasijuma precizitate: 0,1 mg). Parbauda identifikacijas informaciju
uz mikromégenes etiketes.

Mikromégenei, kura ir aknas, uzliek vacinu. Mikromégeni glaba dzeséSanas stativa (vai stativa ar ledu).

Péc vienu aknu izgrieSanas secéanas instrumentus notira vai aizvieto ar tiriem instrumentiem.

Péc Siem noradijumiem aknas iznem visam parvietoSanas trauka eso$ajam zivim.

Kad visam parvieto$anas trauka eso$ajam zivim aknas ir izpemtas (t. i., visiem testa kameras téviniem vai
matitém), visus aknu paraugus ievieto mégenu stativa ar identifikacijas etiketi un noglaba saldétava. Ja aknas
driz péc izgriesanas nodod priekSapstradei, paraugus uz nakamo darba vietu nogada dzeséSanas stativa (vai
stativa ar ledu).

Péc aknu izgrieSanas zivs kermeni var izmantot gonadu histologijai un sekundaro dzimumpazimju mérisanai.

Paraugi

Ja testa zivju aknu paraugus driz péc izgrieSanas nenodod priek3apstrade, tos glaba < — 70°C temperatiira.
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1. att.

Ar skérém izdara griezumu tiesi pirms kriiSuspuram.

2. att.

Ar $kérém lidz punktam aptuveni 2 mm no analas atveres galvas virziena uzskérz védera vidusliniju.

»

3. att.

Védera sienas paples ar knaiblitém, lai atsegtu aknas un citus iekS&jos organus.
(Védera sienas var ar adatam atspraust uz saniem.)

Bultina rada uz aknam.
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4. att.

Atdala un ar knaiblitém izgrieZ aknas.

5. att.

Ar knaiblitém saudzigi atvirza zarnas.

6. att.
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7. att. (matite)

Matitém veic identisku procediiru.

8. att.

Pabeigta procedira.

2.B procediira. Japanas medaka (Oryzias latipes), aknu priekSapstrade vitelogenina analizes veiksanai

No ELISA komplekta nem homogenata buferskiduma pudeliti un to atdzesé sasmalcinata ledus skiduma (Skiduma
temperatiira: < 4°C). Ja izmanto EnBio ELISA sistémas homogenata buferskidumu, $kidumu istabas temperatiira
atkausé, bet péc tam pudeliti dzesé sasmalcinata ledus skiduma.

Homogenata buferskiduma daudzumu aknam aprékina, pamatojoties uz to svaru (uz 1 mg aknu svara pievieno
50 pl homogenata buferskiduma). Pieméram, ja aknu svars ir 4,5 mg, homogenata buferskiduma tilpums aknam ir
225 ul. Sagatavojiet homogenata buferskiduma tilpuma sarakstu visam aknam.

Aknu sagatavoSana priekSapstradei

(1) 1,5 ml mikromégeni ar aknam no saldétavas iznem tiesi pirms priek3apstrades.

(2) Lai nepielautu kontaminé$anos ar vitelogeninu, tévinu aknam prieksapstradi veic, pirms apstrada matisu aknas.
Turklat priekSapstradi testa grupam veic $ada seciba: kontrolgrupa, 3kidinatdja kontrolgrupa (attieciga
gadijuma), zemakas koncentracijas grupa, vidéjas koncentracijas grupa, augstakas koncentracijas grupa un
pozitiva kontrolgrupa;
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(3) Vienlaicigi no saldétavas iznem 1,5 ml mikromégenes ar aknu paraugiem, ne vairak, ka attiecigaja bridi

iespgjams centrifuget.

(4) 1,5 ml mikromeégenes ar aknu paraugiem sakarto paraugu numuru seciba stativa ar ledu (aknas atkausét nav

nepiecieSams).

PriekSapstrades veikSana

1)

)
~

homogenata bufer§kiduma pievienosana

Saraksta parbauda attiecigagjam aknu paraugam izmantojamo homogenata buferskiduma tilpumu, un
mikropipeti (tilpuma diapazons: 100-1 000 pl) pielago attiecigajam daudzumam. Mikropipetei uzliek tiru
uzgali.

1,5 ml mikromégené ar aknam no reagenta pudelites pievieno homogenata buferskidumu.

levérojot iepriek§ noradito procediiru, homogenata buferskidumu pievieno visam 1,5 ml mikromégeném ar
aknam. Mikropipetes uzgali nav nepiecie$ams aizstat ar jaunu. Tomer, ja uzgalis ir kontaminéts vai varétu tads
biit, tas janomaina.

Aknu homogenizacija
— Mikromégenes homogenizatoram pievieno jaunu homogenizacijas piestu.

— Piestu ievieto 1,5 ml mikromégené. Mikromégenes homogenizatoru tur t3, lai aknas piespiestu starp piestas
virsmu un 1,5 ml mikromégenes iek$jo sieninu;

— Mikromégenes homogenizatoru darbina 10 lidz 20 sekundes. Procesa laika 1,5 ml mikromégeni dzesé ar
sasmalcinatu ledu.

— Piestu no 1,5 ml mikromégenes izce] un nogaida aptuveni 10 sekundes. Péc tam suspensiju parbauda
vizuali;

— Ja suspensija ir novérojami aknu gabalini, (3) un (4) darbibu atkarto, lidz ir sagatavots pienemams aknu
homogenits.

— Suspendéto aknu homogenatu lidz centrifugesanai dzese stativa ar ledu.
— Péc katra homogenata sagatavosanas piestu aizstdj ar jaunu.

— Visas aknas homogenizé ar homogenata bufer$kidumu, ievérojot iepriek$ noradito procediiru.

Suspendéto aknu homogenata centrifugésana
— Parliecinas, ka atdzesétaja centrifigas kamera temperatiira ir < 5°C.

— 1,5 ml mikromégenes ar suspendéto aknu homogenatu ievieto atdzesétd centrifiiga (ja, nepiecieSams,
noregule lidzsvaru).

— Suspendéto aknu homogenatu 10 min. centrifugé ar 13 000 g < 5°C. Tomér, ja supernatanti ir pietickami
atdaliti, centrifugéanas spéku un ilgumu var pielagot péc vajadzibas.

— Péc centrifugéanas parliecinas, ka supernatanti ir pietiekami atdaliti (virsslanis: lipidi, vidgjais slanis:
supernatants, apaksslanis: aknu audi). Ja atdalijums nav pietiekams, suspensiju centrifugé vélreiz, ieverojot
tos pasus nosacijumus.

— Visus paraugus iznem no atdzesétas centrifiigas un paraugu numuru seciba sakarto stativa ar ledu. Jaraugas,
lai atdalitie slani péc centrifugéSanas atkal nesuspendétos.
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4) Supernatanta ievak$ana
— Megenu stativa ievieto Cetras supernatanta glabasanai paredzétas 0,5 ml mikromégenes.

— Ar mikropipeti ievac 30 pl katra supernatanta (atdalits ka vidgjais slanis) un ievada viena 0,5 ml
mikromégené. Jaraugas, lai neievaktu lipidus no virsslana vai aknu audus no apaksslana.

— Tada pasa veida supernatantu ievac un ievada citas divas 0,5 ml mikromégenés.

— Ar mikropipeti ievac atlikuSo supernatantu (ja iesp&ams: > 100 pl). Péc tam supernatantu ievada atlikuaja
0,5 ml mikromégené. Jaraugas, lai neievaktu lipidus no virsslana vai aknu audus no apaksslana.

— 0,5 ml mikromégeni aiztaisa ar vacinu un uz etiketes norada supernatanta tilpumu. Péc tam mikromégenes
nekavéjoties atdzesé stativa ar ledu.

— Katra supernatanta ievaksanai mikropipetes uzgali aizstaj ar jaunu. Ja uzgalim pielip liels daudzums lipidu,
uzgali nekavéjoties aizstdj ar jaunu, lai nepielautu aknu ekstrakta piesarnosanos ar taukiem.

— Saskana ar ieprieks aprakstito procediiru visu centrifugéto supernatantu ievada cetras 0,5 ml mikromégenés.

— Péc supernatanta ievadisanas 0,5 ml mikromégenés tas visas ievieto mégenu stativa ar identifikacijas etiketi
un nekavgjoties sasaldé saldetava. Ja VTG koncentracijas méra talit péc priekSapstrades, vienu 0,5 ml
mikromégeni (ar 30 pl supernatanta) atstaj dzeséties mégenu stativa un nogada darba vieta, kura veic ELISA
testu. $ada gadijuma pargjas mikromégenes ievieto mégenu stativos un sasaldé saldétava.

— Péc supernatanta ievaksanas atliekas attiecigi likvidé.

Paraugu glabasana

Lidz izmantoSanai ELISA aknu homogenata supernatantu saturo$as 0,5 ml mikromegenes glaba < -70 °C
temperatiira.

3.A procediira. Zebrzivs; asins nemsana no astes vénas/artérijas

Uzreiz péc anestézijas astes stumbru Skérseniski atdala un ar heparinizétu mikrohematokrita kapilara mégeni no
astes artérijas/vénas izvada asinis. Asins tilpums atkariba no zivs lieluma var bt 5 lidz 15 mikrolitri. Mikrokapilara
mégené pievieno tadu pasu tilpumu aprotinina buferskiduma (6 mikrogrami/ml fosfatu fiziologiskaja buferskiduma
(PBS)) un centrifuggjot atdala plazmu no asinim (5 mindtes pie 600 g). Plazmu ievac testa mégenés un lidz VTG
vai citu interes€joSo proteinu analizéSanai glaba —20°C temperatiira.

3.B procediira. Zebrzivs; asins nemsana ar sirds punkciju

Lai nepielautu asins koagulaciju un proteinu noardiSanos, paraugus ievac fosfatu fiziologiskaja buferskiduma (PBS),
kas satur heparinu (1 000 vienibas/ml) un proteazes inhibitoru aprotininu (2 TIU/ml). leteicamas buferskiduma
sastavdalas ir heparins, amonija sals un liofilizétais aprotinins. Asins paraugu nemsanai ieteicams izmantot $lirci
(1 ml) ar fiksétu smalku adatu (pieméram, Braun Omnikan-F). Slircé ieprieks iepilda buferskidumu (aptuveni
100 mikrolitri), lai no katras zivs pilniba eluétu mazus asins tilpumus. Asins paraugus pem, izmantojot sirds
punkciju. Vispirms zivi ar MS-222 (100 mg/l) anestezé. Pareiza anestézijas limeni iesp&jams noteikt zebrzivs
sirdsdarbibu. Veicot sirds punkciju, uz $lirces virzuli izdara nelielu spiedienu. Asins parauga tilpums var biit 20-40
mikrolitri. Péc sirds punkcijas asins un buferskiduma maisjjums jaiepilda testa mégené. Plazmu no asinim atdala
centrifuggjot (20 min; 5 000 g) un lidz nepiecie$amo analizu veikSanai glaba —80°C temperatiira.
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3.C procediira. SOP: zebrzivs; galvas un astes homogenizacija

1. Zivis atbilstosi testé$anas procediirai anestezé un eitanaze.
2. Zivim atbilstosi 1. attélam nogriez galvu un asti.

Svarigs atgadinajums: Pirms katras nakamds zivs apstrades visi sadaliSanas instrumenti un grieSanas paliktnis pienacigi
janoskalo un janotira (pieméram, ar 96 % etanolu), lai neeksponetu tévinu organismus “nepiesarnotu ar vitelogeninu” no
matitem vai kimiskajai vielai eksponétiem téviniem.

1. attéls

. Gonadu VTG o
VTG analizei analizei histologijai VTG analizei

A A Y_)\_\

GrieZ aiz muguras GrieZ
spuras

3. Katras zivs apvienoto galvas un astes svaru nosaka, noapalojot lidz tuvakajam mg.

4. Péc nosversanas zivs dalas ievieto attiecigas mégenés (pieméram, 1,5 mg Ependorfa mégenés) un lidz homogeni-
z&anai sasaldé —80°C temperatiira vai tie$i homogenizé uz ledus ar diviem plastmasas irbuliem. (Ja darbibas veic
uz ledus un tiek ieglita viendabiga masa, var izmantot citas metodes.) Svarigs atgadindjums: Mégenes piendcigi
numurg, lai zivs galva un aste biitu sasaistama ar attiecigo kermena dalu, ko izmanto gonadas histologijai.

5. Péc viendabigas masas iegiianas pievieno ledus temperatiiras homogenizacijas buferskidumu (¥), kura svars 4
reizes parsniedz audu svaru. Turpina darboties ar irbuliem, lidz iegtist viendabigu maisjjumu. Svariga piezime:
Katrai zivij izmanto jaunus irbulus.

6. Lidz 30 min centrifugéSanai 4°C temperatira pie 50 000 g paraugus novieto uz ledus.

7. Ar pipeti vismaz divas mégenés katra iepilda 20 pl supernatanta, pipetes uzgali ievietojot zem virspusé eso$a
tauku slana un ripigi iesticot supernatantu bez tauku vai plaksnisu dalinam.

8. Lidz izmantoSanai mégenes glaba — 80°C temperatiira.

() Homogenizacijas buferskidums:
— (50 mM Tris-HCl pH 7,4; 1 % protedzes inhibitora maisijums (Sigma)): 12 ml Tris-HCl pH 7,4 + 120 pl proteazes inhibitora
maisijums.
— TRIS: TRIS-ULTRA PURE (ICN), pieméram, no Bie & Berntsen, Danija.
— Proteazes inhibitora maisijums: no Sigma (zidit3ju audiem); produkta numurs P 8340.
PIEZIME. Homogenizacijas buferSkidums jaizmanto ra&zcaron;osanas diena. Izmantosanas laika to novieto uz ledus.
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7 .papildinajums

STIPRINATI VITELOGENINA PARAUGI UN VAIRAKIEM TESTIEM KOPIGA REFERENCES
STANDARTVIELA

Katra VTG testu diena analizé stiprinatu paraugu, kas gatavots, izmantojot vairakiem testiem kopigu references
standartvielu (7. papildinajums). Testiem kopigas references standartvielas pagatavosanai izmantotais VTG nedrikst
biit no tas partijas, ko izmanto veicama testa kalibracijas standartu sagatavosana.

Stiprinato paraugu sagatavo, kontrolgrupas tévina plazmas paraugam zinama daudzuma pievienojot testiem kopigo
references standartvielu. Paraugu stiprina, lai VTG koncentracija butu 10 Iidz 100 reizes lielaka neka paredzama
vitelogenina koncentracija kontrolgrupas zivs tévina organisma. Kontrolgrupas tévina plazmas paraugs, kuru
stiprina, var biit no vienas zivs vai no vairakam zivim.

Vismaz divas dublikatiedobés analizé apak$paraugu ar nestiprinatu kontrolgrupas tévina plazmu. Vismaz divas
dublikatiedobés analizé ari stiprinato paraugu. Lai noteiktu sagaidamo koncentraciju, vitelogenina vidgjo daudzumu
abos nestiprinatajos kontrolgrupas tévina plazmas paraugos pieskaita aprékinatajam VTG daudzumam, kas
pievienots paraugu stiprinaganai. So sagaidimas koncentracijas un izméritas koncentracijas attiectbu kopa ar katra
attiecigaja diena veikta testa rezultatiem norada testéSanas zinojuma.



8. papildinajums
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C.49. Zivju embriju akiita toksiskuma (FET) tests
IEVADS

1. S testeSanas metode ir lidzvértiga ESAO testéSanas noradijumiem 236 (2013. gads). Taja aprakstits zivju
embriju akiita toksiskuma tests ar zebrzivi (Danio rerio). Sis tests ir paredzéts tam, lai noteiktu kimikaliju akiito
toksiskumu zivs embrionalas attistibas stadijas. Zivju embriju akita toksiskuma testa pamata ir ar zebrzivi
veiktie petijumi un validéSanas darbibas ((1), (2), (3), (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12), (13), (14)). Zivju
embriju akitd toksiskuma tests ir veiksmigi izmantots dazadam kimikalijam, kam ir dazadi iedarbibas veidi,
skidiba, gaistamiba un hidrofobiskums (apliikoti 15. un 16. punkta).

2. Saja testeSanas metodé izmantotas definicijas ir sniegtas 1. papildinajuma.

TESTA PRINCIPS

3. Tikko apauglotus zebrzivs ikrus eksponé testéjamai kimikalijai uz 96 stundam. lk péc 24 stundam ka
letalitates raditajus registré lidz Cetriem apikalo beigupunktu novérojumiem (6): i) apauglotie ikri koagulgjas,
i) neveidojas somiti, iii) astes diglis neatdalas no dzeltenuma maisina, un iv) nav sirdsdarbibas. Beidzoties
ekspozicijas periodam, akito toksiskumu nosaka, pamatojoties uz pozitivu iznakumu jebkura no Cetriem
registrétajiem apikalo beigupunktu novérojumiem, un aprékina LC,,,.

SAKOTNEJIE APSVERUMI

4. Noderiga informacija par vielas specifiskajam Ipasibam ir tas struktirformula, molekulmasa, tiriba, noturiba
tdent un gaisma, pK, un K, $kidiba tideni un tas tvaika spiediens, ka ari bionoardamibas tests (TM C.4. (17)
vai TM C.29. (18)) rezultati. Skidibu un tvaika spiedienu var izmantot, lai aprékinatu Henrija likuma konstanti,
kas norada, vai var rasties testéjamas vielas zudumi iztvaikoSanas dé|. Vajadzétu bit, ka vielas kvantitativai
noteikSanai testa $kidumos ir pieejama uzticama analitiska metode ar parbauditu precizitati un noteikSanas
robezu.

5. Ja 3o testéSanas metodi izmanto, lai testétu maisjjumu, iesp&ami jaraksturo ta sastavs, pieméram, janorada ta
komponentu kimiska identitate, komponentu kvantitativais sastopamibas biezums un komponentvielu
specifiskas ipasibas (sk. 4. punktu). Pirms izmantot testé$anas metodi, lai regulativa nolaka testétu maisijumu,
ir jaapsver, vai ar to var iegiit paredzétajam regulativajam nolikam piepemamus rezultatus.

6. Attieciba uz vielam, kas var aktivizéties metabolisma cela, ir pieradijumi, ka zebrzivs embriji ir spgjigi uz
biotransformésanu (19), (20), (21), (22). Tomér zivs embriju vielmainas jauda ne vienmér ir lidzvértiga zivs
mazulu vai pieaugu$u zivju jaudai. Pieméram, FET testa nav novérota reakcija uz toksiskas vielas prekursoru
alilspirtu (9). Tapéc, ja ir kadas liecibas, ka metaboliti vai citi nozimigi transformacijas produkti var bt vairak
toksiski neka izejvielu savienojums, ir ieteicams veikt testu arf ar $o metabolitu/transformacijas produktu un
secindgjumus par testéjamas kimikalijas toksiskumu izdarit, nemot véra ari Sos rezultatus, vai arT veikt citu
testu, kura turpmak nem véra vielmainu.

7. Nav paredzams, ka embriji bis jutigi pret vielam ar molekulmasu > 3kDa, ar lielgabarita molekularo struktaru
vai vielam, kas kaveé izskilSanos un tadejadi var likvidet vai samazinat pécizskilsanas ekspoziciju, jo $adu vielu
biopieejamiba ir ierobezota, tadé] piemérotaki varétu biit citi toksiskuma testi.

TESTA DERIGUMS

8. Lai testa rezultati bitu derigi, pieméro 3adus kritérijus:

a) Visu savakto ikru kop&jam apaugloSanas raditajam testétajas partijas jabiat > 70 %.
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10.

b) Testa kameras visu testa laiku jauztur Gdens temperatiira 26 * 1°C.

¢) Kopéjai embriju izdzivotibai negativaja (atSkaidiSanas tidens) kontrolé un, ja tada vajadziga, $kiduma
kontrolé lidz 96 h ekspozicijas beigam jabat > 90 %.

d) Ekspozicijai pozitivaja kontrolé (pieméram, zebrzivij 4,0 mg/l 3,4-dihloranilina) 96 h ekspozicijas beigas
jarada minimala mirstiba 30 %.

jabiit > 80 %.

f) Iz3kidusa skabekla koncentracijai negativaja kontrolé un augstakaja testéjamaja koncentracija 96 h
ekspozicijas beigas jabit > 80 % no piesatindjuma.

METODES APRAKSTS

Parskats par ieteicamajiem turéSanas un testa apstakliem ir pieejams 2. papildindjuma.

Aprikojums
Ir nepiecieSams $ads aprikojums:

a) Akvariji no kimiski inerta materiala (pieméram, stikla) ar piemérotu ietilpibu attieciba pret icteicamo
noslogojumu (sk. “Zivju pécnacéju turésana”, 14. punkts).

b) Mikroskops ar apgrieztu objektiva att€lu un/vai binokulara ierice ar vismaz 80 reizu palielinajumu. Ja
novérojumu registréSanas telpa temperatiiru nevar noregulét uz 26 + 1°C, ir nepiecieSsama parvietojama
instrumentu platforma ar reguléjamu temperatfiru vai citi temperatiiras uzturéSanas panémien.

) Testa kameras; pieméram, standartplates ar 24 iedobumiem, kuru dzilums ir apméram 20 mm (sk. “Testa
kameras”, 11. punkts).

d) Pieméram, paslimgjosas pléves, ar ko apsegt 24 iedobumu plates.

e) Ar kondicionétu gaisu un kontrolétu temperatiiru aprikots inkubators vai telpa, kura iedobumos (vai testa
kameras) iesp&jams uzturét temperatiiru 26 +1 °C.

f) pH meériSanas aparats.
g) Skabekla méritajs (oksimetrs).
h) Aprikojums @idens cietibas un vaditsp&jas noteik3anai.

i) Narstoanas paplate: instrumentu paplates no stikla, nerfiso$a térauda vai cita inerta materiala; stieplu
sietin§ (acs 2 * 0.5 mm) no neriiso$a térauda vai cita inerta materiala, kas aizsargatu nérstos ikrus;
narstoSanas substrats (piem., augu imitacijas no inerta materiala) (TM C.48, 4.a papildinajums (23));

j) lkru savaksanas pipetes ar papladinatam atverém.

k) Stikla trauki, kur sagatavot dazadas testéjamas koncentracijas un atskaidianas tdeni (varglazes, mérkolbas,
mércilindri un mérpipetes) vai ievakt zebrzivs ikrus (pieméram, mérglazes, kristalizacijas trauki).

1) Ja testa veikSanai izmanto alternativas ekspozicijas sistémas, pieméram, caurplidi (24) vai pasivo dozé$anu
(25), ir nepiecieSamas attiecigas telpas un iekartas.
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Testa kameras

11. Izmanto stikla vai polistirola testa kameras (pieméram, 24 iedobumu plates ar 2,5-5 ml iepildes tilpumu katra
iedobuma). Ja ir aizdomas par adsorbésanos uz polistirola (pieméram, nepolarizétas, planaras vielas ar augstu
Kow), jaizmanto inerti materiali (stikls), lai samazinatu adsorbcijas raditos zudumus (26). Testa kameras
inkubatora jaizvieto randomizeti.

Udens un testa nosacijumi

12. TuréSanas tideni ieteicams atskaidit, lai panaktu dazadiem virszemes Gideniem raksturigo cietibas limeni. Atskai-
dianas Gdeni sagatavo no rekonstituéta Gidens (27). Galigajai cietibas pakapei jabat lidzveértigai 100-300 mg/l
CaCO,, lai parmerigi nenogulsnétos kalcija karbonats. Var izmantot ari avota Gidenim lidzvértigu virszemes
tdeni vai avota fideni. Rekonstitueto tideni var pielagot turéSanas ddenim ar zemu cietibas limeni, to atSkaidot
ar dejonizétu Gdeni attieciba 1:5 lidz minimalajam cietibas limenim 30-35 mg/l CaCO,. Udeni piesatina ar
skabekli pirms testgjamas kimikalijas pievienosanas. Visa testa laika iedobumos jauztur temperatiira 26°t1°C.
Savukart pH limenim jabat starp pH 6,5 un 8,5, un testa laika tas $ajas robezas nedrikst mainities par vairak
neka 1,5 vienibam. Ja nav sagaidams, ka pH saglabasies $ajas robezas, pH jakorigé pirms testa saksanas. pH
jakorigé ta, lai izejskiduma koncentracija batiski nemainitos un netiktu izraisita nekada testéjamas kimikalijas
kimiska reakcija vai izgulsné$anas. pH limeni $kidumos, kas satur testéjamo kimikaliju, ieteicams korigét ar
tidenraza hloridu (HCl) un natrija hidroksidu (NaOH).

Testa skidumi

13. Testa Skidumus izvélétajas koncentracijas var pagatavot, pieméram, atskaidot izejskidumu. Izejskidumus vélams
pagatavot, testgjamo kimikaliju vienkarsi sajaucot vai kratot atSkaidisanas Gideni ar mehaniskiem lidzekliem
(pieméram, maisot un/vai izmantojot ultraskanuy). Ja test€jama kimikalija slikti 8kist adent, jaievéro procediras,
kas aprakstitas ESAO TestéSanas noradjjumos Nr. 23 par apieSanos ar sarezgitam vielam un maisjjumiem (28).
Javairas lietot skidinatajus, bet dazos gadijumos tie var biit nepiecieSami, lai iegiitu piemérotas koncentracijas
izejskidumu. Ja $kidinatajs tiek izmantots izejskiduma pagatavosana, ta galiga koncentracija nedrikst parsniegt

kontrole.

Zivju pécnacéju turéSana

14. Tkru iegtsanai izmanto neeksponétas ikru veidoSanai paredzétas savvalas zebrzivis ar labi dokumentétu ikru
apauglosanas raditaju. Zivim jabit bez makroskopiski atpazistamiem infekcijas un citu slimibu simptomiem
un 2 méneSus pirms narsta tam nedrikst bat veikta farmakologiska (akata vai profilaktiska) arstéSana.
Vairo$anai paredzétas zivis tur akvarijos ar ieteicamo ietilpibu 1 1 Gidens uz zivi un fiksétu 12-16 stundu
fotoperiodu (29), (30), (31), (32), (33). Jakorige optimalais filtréSanas atrums; nedrikst pielaut parmérigu
filtréSanas atrumu, kas izraisa spécigu Gdens perturbaciju. Informaciju par baroSanas rezimu sk. 2. papildi-
najumd. Nav ieteicams, ka rodas baribas parpalikumi, turklat akvarija regulari jauzrauga Gdens kvalitate un
tirba un, ja vajadzigs, ta jaatjauno sakotnéja stavokli.

Kompetences parbaude

15. Lai kontrolétu testéSana izmantoto zivju pasugas jutigumu, standartvielu 3,4-dihloranilinu (izmanto
validésanas pétijumos (1) (2)) testé pilna koncentracijas—atbildreakcijas diapazona, vélams divreiz gada. Si
standartkimikalija jaizmanto jebkurai laboratorijai, kas sak veikt o testu. Pirms jebkura laboratorija iesniedz
datus regulativiem mérkiem, ta var ar §is kimikalijas palidzibu pieradit savu tehnisko kompetenci $a testa
veikSana.
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Ikru jegiiSana

16. Zebrzivs ikrus var iegiit, izmantojot narsta grupas (atseviskas narstosanas tvertnes) vai izmantojot masveida
narstu (zivju turéanas tvertnés). Narsta grupas katras vairo$anas grupas zivju tévinus un matites (piemeéram,
attieciba 2:1) narstoSanas tvertnés ievieto pirmstesta diena dazas stundas pirms tumsas iestaganas. Ta ka narsta
grupas zebrzivim reizém narsts var neizdoties, ieteicams paraléli izmantot vismaz tris narsta tvertnes. Lai
nerastos genétiskas cilmes novirzes, ikrus ievac no vismaz trim vairo$anas grupam, sajauc un izraugas
randomizeti.

17. Lai ievaktu ikrus, narsta kratinus zivju narstosanas vai turéSanas tvertnés ievieto pirmstesta diena pirms tumsas
iesta§anas vai testa diena pirms gaismas iestaSands. Lai pieaugusas zebrzivis ikrus neapéstu, narsta kratinus
parklaj ar inerta materiala rezgi ar attiecigu aci (apmeéram 2 + 0,5 mm). Ja uzskata par vajadzigu, pie tikla ka
narsto$anas veicinatajus var piestiprinat no inerta materiala (pieméram, plastmasas vai stikla) izgatavotus
maksligos augus (3), (4), (5), (23), (35). Jaizmanto riditas plastmasas materiali, no kuriem neizdalas vielas
(piem., ftalati). Parosanas, narsts un apauglosanas notiek 30 min@isu laika péc gaismas iestaSanas, un tad narsta
kratinus ar ievaktajiem ikriem var uzmanigi iznemt. Kad ikri ievakti no narsta kratiniem, ieteicams tos skalot
ar rekonstituétu ddeni.

Ikru diferenciacija

18. 26°C temperatiird apaugloti ikri pirmoreiz dalas apméram péc 15 miniitém, un sinhronas daliSanas procesa,
kas notiek péc tam, veidojas 4, 8, 16 un 32 $unu blastoméri (sk. 3. papildinajumu) (35). Sajas stadijas
apauglotos ikrus var skaidri identificét, novérojot blastulas attistibu.

PROCEDURA
Ekspozicijas nosacijumi

19. Testejamai kimikalijai eksponé divdesmit embrijus uz katru koncentraciju (viens embrijs uz iedobi).
Ekspozicijai jabat tadai, lai visa testa laika par 20 % saglabatos nominala kimikalijas koncentracija. Ja statiska
sistéma tas nav iesp€jams, ir jaizmanto praktiski pielietojams pusstatisks atjaunoanas intervals (piem.,
atjaunosana ik péc 24 stundam). Sajos gadijumos ekspozicijas koncentracijas vismaz augstakaja un zemakaja
testéjamas koncentracijas kategorija javerificé katra ekspozicijas intervala sakuma un beigas (sk. 36. punktu). Ja
ekspozicijas koncentraciju nevar uzturét £20 % apjoma no nominalas koncentracijas, visas koncentracijas katra
ekspozicijas intervala sakuma un beigas ir jaméra (sk. 36. punktu). Péc atjaunosanas jagada, ka embrijus no
izzusanas joprojam sarga neliels daudzums veco testa skidumu. Testa planu var koriget, lai biitu apmierinatas
konkrétu vielu testéSanas prasibas (piem., viegli noardimam vai stipri adsorbtivam vielam (29) izmantojot
caurplades (24) vai pasivas dozéSanas sistémas (25), vai gaistosam vielam (36) (37) citas sistémas). Jebkura
gadijuma jaraugas, lai stresu embrijiem samazinatu lidz minimumam. Pirms testa sakSanas testa kameras
vismaz 24 stundas ilgi jakondicioné ar testgjamiem $kidumiem. Testa nosacijumi ir apkopoti 2. papildinajuma.

Testéjamas koncentracijas

20. Atbilstibu statistikas prasibam parasti var nodrosinat, ja ir piecas testéjamas vielas koncentracijas, ko citu no
citas 8kir konstants koeficients, kur§ neparsniedz 2,2. Ja izmanto mazak neka piecas koncentracijas, tas
japamato. Velams, lai augstaka testéta koncentracija izraisitu 100 % letalitati (definéta 28. punkta) un lai
zemaka testéta koncentracija neizraisitu nekadu novérojamu ietekmi. Attiecigo koncentraciju diapazonu var
izraudzities, pirms iz3kiriga testa veicot devu diapazona noteik$anas testu. Devu diapazonu parasti nosaka, uz
vienu koncentraciju izmantojot desmit embrijus. Turpmakie noradjjumi attiecas uz testa veikSanu ar 24
iedobumu platém. Ja izmanto atskirigus testa traukus (piem., mazas Petri plates) vai testé vairak koncentraciju,
noradijumi attiecigi jakorige.
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21. Detalizéta informacija un vizuali noradjjumi par koncentraciju sadalfjumu 24 iedobumu platés ir pieejami
27. punkta un 4. papildindjuma 1. zim&uma.

Kontroles

22. AtskaidiSanas Gidens kontroles ir nepiecieSsamas gan ka negativa kontrole, gan ka plasu ieksgjas kontroles. Ja
ieksgja plates kontrolé novéro vairak neka vienu nedzivu embriju, plati atmet, tadéjadi samazinot LCs, atvasi-
nasanai izmantoto koncentraciju skaitu. Ja atmet visu plati, novérotas ietekmes izvértét un izskirt var klat
daudz gratak, it ipasi, ja nederiga plate ir $kidinataja kontroles plate vai plate, kurad ir ari apstradati embriji.
Pirmaja gadijuma tests ir jaatkarto. Otraja gadjjuma sakara ar to, ka ick3gja kontrolé novérotas mirstibas dé]
zaudéta vesela apstrades grupa vai grupas, spéja izvértét ietekmi un noteikt LC;, vértibas var samazinaties.

23. Ar katru test€Sanai izmantoto ikru partiju izdara pozitivu kontroli ar fiksétu koncentraciju — 4 mg/l 3,4-
dihloranilina.

24. Ja izmanto $kidinataju, $kidinatajam atseviska 24 iedobumu platé eksponé papildu grupu ar 20 embrijiem,
proti, izmanto par $kidinataja kontroli. Lai tests bitu uzskatams par piepemamu, batu japierada, ka
skidinatajam nav nekadas batiskas ietekmes uz izgkilsanas raditaju vai izdzivotibu un nekadas citadas kaitigas
ietekmes uz embrijiem (sal. ar 8.c punktu).

Ekspozicijas sakSana un testa ilgums

25. Testu uzsak iesp&jami driz péc ikru apauglosanas un izbeidz péc 96 h ekspozicijas. Embriji testa skidumos
jaiegremde, pirms sak dalities blastodisks vai velakais lidz 16 $tnu stadijai. Lai ekspozicijas saksana bitu
kavéta minimali, randomizéti atlasa ikrus tada daudzuma, kas vismaz divreiz parsniedz katrai apstrades grupai
vajadzigo daudzumu, un ne vélak ka 90 mindites péc apaugloSanas ievieto attiecigajas koncentracijas un
kontroleés (piemeéram, 100 ml kristalizacijas traukos; ikriem jabiit pilniba nosegtiem).

26. Dzivotspgjigi apaugloti ikri jaatdala no neapauglotiem ikriem un 180 minasu laika péc apauglosanas jaievieto
24 iedobumu platés, kas ieprieks kondicionétas 24 stundas un piepilditas ar 2 ml svaigi pagatavota testéjama
$kiduma uz iedobumu. Ar stereomikroskopu (vélams =30 reizu palielinajums) atlasa apauglotos ikrus, kuriem
vérojama daliSanas un daliSanas laika nav acim redzamas novirzes (pieméram, asimetrija, vezikulas veido3anas)
vai trauméts horijs. Par ikru savakSanu un atlasi sk. 3. papildindgjuma 1. un 3. attélu un 4. papildindjuma
2. attélu.

Ikru sadalijums pa 24 iedobumu platém
27. Tkri tiek sadaliti pa iedobumu platém $ada skaita (sk. ar 4. papildinajuma 1. attélu).
— 20 ikri viena platé katrai testgjamajai koncentracijai;
— 20 ikri $kidinataja kontrolé uz vienas plates (ja vajadzigs);
— 20 ikri ka pozitiva kontrole uz vienas plates;
— 4 ikri atSkaidiSanas tideni ka ieksgja plates kontrole katra no iepriek§ minétajam platem;

— 24 ikri atskaidiSanas tdeni ka negativa kontrole uz vienas plates.
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Novérojumi

Katram embrijam veiktie apikalo beigupunktu novérojumi ir: embriju koagulésanas, somitu neveido3anas, astes
neatdaliSanis un sirdsdarbibas neesiba (1. tabula). Sie novérojumi tiek izmantoti, lai noteiktu mirstibu: pozitivs
rezultats jebkura no $iem novérojumiem nozimé, ka zebrzivs embrijs ir nedzivs. Turklat test§jamas grupas un
kontrolgrupas katru dienu, sakot no 48 h, registré izskil§anos. Novérojumus registré ik péc 24 h lidz testa
pabeigsanai.

1. tabula

Zebrzivs embriju akiita toksiskuma apikalo beigupunktu novérojumi 24-96 h péc apauglosanas

Ekspozicijas laiks

24h 48 h 72h 96 h

Koagulgjusies embriji + + + +

Neveidojas somiti + + + +

Neatdalas aste + + + +

Neesosa sirdsdarbiba + + ¥

Embriju koagulesanas. Koagul&jusies embriji ir pienbalti un mikroskopa izskatas tumsi (sk. 5. papildinajuma
1. att.). Koagulé&juSos embriju skaitu nosaka péc 24, 48, 72 un 96 h.

Neveidojas somiti. Normali attistitam zebrzivs embrijam 26 * 1°C temperatara péc 24 stundam izveidojas
apmeéram 20 somitu (sk. 5. papildingjuma 2. att.). Normali attistitam embrijam verojamas spontanas kustibas
(sanvirziena kontrakcijas). Spontanas kustibas liecina par somitu veidoSanos. Somitu trakumu registré pec 24,
48, 72 un 96 h. Somitu neveidoSanas péc 24 h varétu bat saistita ar visparigu attistibas atpalicibu. Somitu
veidosanas procesam jasakas velakais pec 48 stundam. Ja tie neveidojas, embrijus uzskata par nedziviem.

Neatdalas aste. Normali attistitam zebrzivs embrijam astes atdaliSanos (sk. 5. papildindgjuma 3. att) no
dzeltenuma novéro péc tam, kad pagarinajusies embrija kermena mugurdala. Astes neatdaliSanos registré péc
24, 48,72 un 96 h.

Sirdsdarbibas neesiba. Normali attistitam zebrzivs embrijam 26 * 1°C temperatira péc 48 stundam ir
novérojama sirdsdarbiba (sk. 5. papildindjuma 4. attélu). Registréjot 3o beigupunktu, jaievéro Ipasa piesardziba,
jo neregulara (neparasta) sirdsdarbiba nav jaregistré ka letals iznakums. Turklat par letalu netiek uzskatita
redzama sirdsdarbiba bez asinsrites aortas abdominalis. Lai registrétu o beigupunktu, embriji, kas neuzrada
nekadas sirdsdarbibas pazimes, izmantojot minimalo palielingjumu 80x, janovéro vismaz vienu mindti.
Sirdsdarbibas neesibu registré péc 48, 72 un 96 h.

Visas testa un kontroles grupas jaregistré izskil§anas raditajs un tas zinojuma jaatspogulo péc 48 stundam un
péc tam. IzskilSanas gan nav kritérijs, ko izmanto, lai aprekinatu LC,, taCu ta nozimé, ka embrijs tiek
eksponéts bez horija kavéjosas ietekmes, un tadéjadi var palidzét datu interpretacija.

Zebrzivs embrija normalas attistibas (35) un patologiskas attistibas pieméri ir siki aprakstiti 3. un 5. papildi-
najuma.

28.4.2017.
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Analitiskie mérijumi

35. Testa sakuma un beigas kontrolé(-s) un augstakaja test€jamas kimikalijas koncentracija méra pH limeni,
vispargjo cietibu un vaditsp&u. Pusstatiskas atjaunosanas sistémas pH jameéra gan pirms, gan péc Gdens
atjaunosanas. Izskidusa skabekla koncentraciju méra testa beigas negativajas kontrolés un augstakaja
testéjamaja koncentracija ar dzivotspgjigiem embrijiem, un tai jaatbilst testa deriguma kritérijiem (sk. 8.f
punktu). Ja ir baZas, ka temperatira 24 iedobumu platés svarstds, temperatiru meéra tris randomizéti
izraudzitos traukos. Temperatiiru testa laika vélams registrét nepartraukti vai vismaz katru dienu.

36. Statiska sistéma testéjamas vielas koncentraciju méra vismaz augstakaja un zemakaja testéjamaja koncentracija,
bet vélams visas apstrades grupas testa sakuma un beigas. Pusstatiskajos (atjaunoSanas) testos, kuros
sagaidams, ka testejamas kimikalijas koncentracija saglabasies + 20 % robezas no nominalajam vertibam, ir
ieteicams analizét vismaz augstako un zemako test§jamo koncentraciju, kas pagatavota tiesi pirms
atjaunosanas. Testos, kuros sagaidams, ka testéjamas kimikalijas koncentracija nesaglabasies + 20 % robezas no
nominalas vértibas, ir jaanalizé visas testéjamas koncentracijas, kas pagatavotas tie$i pirms atjaunosanas. Ja
apjoms ir analizei nepietiekams, var bt lietderigi apvienot testa $kidumus vai izmantot aizstajéjkameras, kas
izgatavotas no ta pasa materiala un kuram ir tads pats tilpums attieciba pret virsmas laukuma raditajiem ka 24
iedobumu platém. Ir Joti ieteicams rezultatus pamatot ar izméritajam koncentracijam. Ja nesaglabajas koncen-
tracija 80-120 % no nominalas koncentracijas, ietekmi izraiso$a koncentracija jaizsaka attieciba pret
geometrisko vidéjo izmérito koncentraciju; sikaku informaciju sk. ESAO noradijumos par sarezgitu vielu un
maisijumu toksiskuma testéSanu tideni (28).

ROBEZTESTS

37. Izmantojot $aja testéSanas metodé aprakstitas procediiras, robeZtestu var veikt ar test€jamo kimikaliju koncen-
tracija 100 mg/l vai ar koncentraciju pie tas $kidibas robezas testa barotné (atkariba no ta, kur§ no $iem
raditajiem ir zemaks), lai pieraditu, ka LC,, parsniedz So koncentraciju. RobeZtests javeic, izmantojot 20
apstrades embrijus, pozitivo kontroli un, ja vajadzigs, $kidinataja kontroli un 24 embriju negativo kontroli. Ja
testéjamai koncentracijai letalitates procents par 10 % parsniedz mirstibu negativaja kontrolé (vai $kidinataja
kontrole), petijums javeic pilniba. Jaregistré jebkada novérota ietekme. Ja mirstiba negativaja kontrole (vai

skidinataja kontrol€) parsniedz 10 %, tests klfist nederigs un ir jaatkarto.

DATI UN ZINOSANA
Rezultatu apstrade

38. Saja testa atseviskie iedobumi tiek uzskatiti par statistiskas analizes neatkarigiem replikatiem. Tadu embriju
procentualos daudzumus, attieciba uz kuriem 48 stundas unfvai 96 stundas ir pozitivs vismaz viens no
apikalo beigupunktu novérojumiem, atspogulo grafiski atbilstosi testgjamajam koncentracijam. Lai aprékinatu
liknes virziena koeficientus, LCs, vértibas un ticamibas robezas (95 %), jaizmanto attiecigas statistikas metodes
(38) un OECD Guidance Document on Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data (39).

Testésanas parskats

39. TestéSanas parskata norada sadu informaciju:
Testejama kimikalija:
Vienkomponenta viela:

— fiziskais izskats, $kidiba Gdeni un papildu attiecigas fizikalkimiskas Ipasibas;
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— kimiska identitate, pieméram, IUPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai InChI kods, struktir-
formula, tiriba, piemaisijumu kimiska identitate attieciga gadijuma un, ja praktiski iesp&jams, u. c. (attieciga
gadijuma ari organiska oglekla saturs).

Vairakkomponentu viela, UVCB vielas un maisijumi:

— tiek iesp&jami izsmelosi raksturoti péc to komponentu kimiskas identitates (sk. ieprieks), kvantitativas
sastopamibas un attiecigajam fizikalkimiskajam ipasibam.

Testa organismi:

— zinatniskais nosaukums, pasuga, izcelsmes avots un apauglotu ikru savak$anas metode un turpmaka
apstrade.

Testa nosacijumi:

— izmantota testa procediira (pieméram, pusstatiska atjaunosana);
— gaismas periods;

— testa plans (pieméram, testa kameru skaits, kontroles veidi);

— Udens kvalitates ipasibas zivju turéSanai (pieméram, pH, cietiba, temperatiira, elektrovaditspgja, izskidusais
skabeklis);

— iz8kidusa skabekla koncentracija, pH, kopégja cietiba, temperatiira un testéjamo $kidumu vaditspéja testa
sakuma un péc 96 h;

— izejskidumu un testa $kidumu sagatavosanas metode, ka arT atjaunosanas bieZums;
— skidinataja izmanto$anas pamatojums un $kidinataja izvéles pamatojums, ja tas nav tidens;

— nominalas testéjamas koncentracijas un visu to analizu rezultati, ar kuram noteiktas testéjamas kimikalijas
koncentraciju testa traukos; zinojuma jaatspogulo ari metodei piemitosa atgiistamiba un kvantitativas
noteik$anas robeza (LoQ);

— pieradijumi, ka kontroles atbildusas vispargjiem izdzivotibas deriguma kritérijiem;
— ikru apauglo$anas raditajs;

— izskilsanas raditajs apstrades un kontroles grupas.

Rezultati:

— maksimala koncentracija, kas testa laika neizraisa mirstibu;

— minimala koncentracija, kas testa laika izraisa 100 % mirstibu;

— ieteiktaja novérosanas laika kumulativa mirstiba katra koncentracija;

— LC,, vértibas péc 96 h (un fakultativi péc 48 h) attieciba uz mirstibu ar 95 % ticamibas robezu, ja
iespgjams;

— koncentracijas un mirstibas liknes diagramma testa beigas;

— mirstiba kontrolés (negativajas kontrol@s, ieksgjas plasu kontrolés, ka ari izmantotaja pozitivaja kontrolé un
skidinataja kontrolé);

— rezultatu dati par katru no Cetriem apikala beigupunkta novérojumiem;

— morfologisko un fiziologisko anomaliju biezums un apraksts, ja tadas novérotas (sk. piemérus 5. papildi-
najuma 2. attéla);

— tadi incidenti testa gaita, kas vargjusi ietekmeét rezultatus;
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— datu statistiska analize un apstrade (probita analize, logistiskas regresijas modelis un vidgjais geometriskais
attieciba uz LCy);

— (parveidota) koncentracijas—atbildreakcijas regresijas liknes virziena koeficienti un ticamibas robeZas.
Jebkura novirze no testeSanas metodes un attiecigi skaidrojumi.

ApsprieSana un rezultatu interpretdcija.
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1. papildinajums

DEFINICTJAS

Apikalais beigupunkts ir ietekmes radiSana populacijas limeni.

Blastula ir tads stnu veidojums ap dzivnieka ol$inas kodolu, kas aptver noteiktu dalu no dzeltenuma.
Kimikalija ir viela vai maisjjums.

Epibolija ir — galvenokart epidermas $iinu — masveida vairo§anas embrija gastrulacijas stadija un no muguras uz
védera pusi notieko$a to parvietosanas, ar kuru endodermas stinu slani tiek ieklauti invaginacijai lidziga procesa un
dzeltenums tiek ietverts embrija.

Caurpliides tests ir tests ar test§jamo $kidumu nepartrauktu pliismu caur testa sistému visa ekspozicijas laika.

Ieksgja plates kontrole ir ieksgja kontrole, kas sastav no 4 iedobumiem, kuri katra 24 iedobumu platé piepilditi ar
at§kaidiSanas Gideni, un kas paredzéta, lai noteiktu potencialo piesarnojumu, ko procediras laika radijis razotajs vai
pétnieks, un jebkadu plates iedarbibu, kas var ietekmét testa rezultatus (pieméram, temperatiiras gradients).

IUPAC ir Starptautiska Teorétiskas un lietiskas kimijas savieniba.
Turésanas iidens ir tdens, kura tur pieaugusas zivis.

Vidgja letala koncentracija (LC,,) ir testéjamas kimikalijas koncentracija, kas testa laika tiek uzskatita par letalu
50 % testa organismu.

Pusstatiskais atjaunoSanas tests ir tests ar testa $kidumu regularu atjaunosanu péc noteiktiem laika periodiem
(pieméram, ik péc 24 h).

SMILES ir Vienkarsotas molekularo datu ievades linearas izteiksmes sistéma.

Somits jaunattistitiem mugurkaulnieku embrijiem ir mezodermas slanis, kas klaj nervu caurulites sienas un
eventuali attistas par adu (dermatome), skeleta muskuliem (myotome) un skriemeliem (sclerotome).

Statisks tests ir tests, kura testa Skidumus nemaina visa testa laika.
Testéjama kimikalija ir jebkura viela vai maisijums, kuru testé ar So testéSanas metodi.

UVCB ir vielas ar nezinamu vai mainigu sastavu, kompleksi reakcijas produkti vai biologiski materiali.
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2. papildinajums

ZEBRZIVS TURESANA, PAVAIROSANA UN TIPISKI NOSACIJUMI EMBRIJU AKUTA TOKSISKUMA

TESTIEM

Zebrzivs (Danio rerio)

Sugas izcelsmes vieta

Indija, Birma, Melaka, Sumatra

Dzimumdimorfisms

Matites: izteikts véders, kad tas iznésa ikrus
Tévini: tievaki, oranZs tonis zilas krasas garenu svitru starpas (jo Ipasi novéro-
jams pie analas spuras)

Barosanas rezims

Sausu parslu bariba (maks. 3 % no zivju svara diena) 35 reizes diena; papil-
dus salsiidens garneles (Artemia s.) un/vai no nepiesarpota avota iegitas attie-
ciga lieluma mazas dafnijas. Barosana ar dzivu baribu bagatina vidi, tapéc ie-
sp&jami jabaro ar dzivu baribu. Lai nodro$inatu optimalu ddens kvalitati,
apméram vienu stundu péc barosanas jaaizvac lieka bariba un fekalijas.

PieauguSu zivju aptuvenais svars

Matites: 0,65 +0,13 g
Tevini: 0,5 +0,1 g

Vecakzivju turéSana

Gaismas rezims

Dienasgaismas spuldzes (plasa spektra); 10-20 pE/m?[s, 540-1080 lux vai 50-
100 ft-c (ambienti laboratorijas limeni); fotoperiods 12-16 h

Udens temperatiira

26°t1 °C

Udens kvalitate

O, piesatindgjums >80 %, cietiba: pieméram, ~30-300 mg/l CaCO,, NO,: <
48mg/l, NH,* un NO,: < 0,001 mg/l, hlora atlikums < 10 ug/l, kopgjais orga-
niskais hlors < 25 ng/l, pH = 6,5-8,5

Papildu ddens kvalitates

kritériji

Dalinas < 20 mg/l, kopéjais organiskais ogleklis < 2 mg/l, kopgjais fosfororga-
nisko pesticidu daudzums < 50 ng/fl, kopé&jais hlororganisko pesticidu un po-
lihloréto bifenilu daudzums < 50 ng|l

Zivju turéSanas tvertnes iz-
mers

pieméram, 180 1, 1 zivs uz litru

Udens attirisana

Permanenta (ogles filtréta); citas iespéjas ir pusstatiskas atjaunosanas tehnisko
uzturé$anu vai caurplides sistému kombinét ar nepartrauktu tidens atjauno-
$anu

Vairo3anai ieteicama teévinu
un matisu attieciba

2:1 (vai masveida narsts)

Narsta tvertnes

pieméram, 4 | tvertnes, aprikotas ar térauda rezga apaksu un augu imitacijam
ka narsta stimulétajiem; argjas apsildes paklaji vai masveida narstoana zivju
turéSanas tvertnés

Ikru struktiira un izskats

Stabils horijs (t. i, loti caurspidigs, bez lipigas konsistences, ar diametru ~
0,8-1,5 mm)

NarstoSanas intensitate

Viena nobriedusi matite iznarsto vismaz 50-80 ikrus diena. Atkariba no pa-
sugas narstodanas intensitate var biit krietni augstaka. Apauglosanas raditajam
jablit 70 %. Pirmo reizi narstojo$am zivim pirmajos narstos ikru apauglosa-
nas raditajs var biit mazaks.

Testa veids

Statisks, pusstatiska atjaunoSana, caurpliide, 26 +1°C, 24 h kondicionétas
testa kameras (pieméram, 24 iedobumu plates ar 2,5-5 ml uz dobumu).

L 112/359
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3. papildinajums

NORMALA ZEBRZIVS ATTISTIBA 26°C TEMPERATURA

5 0.75h

1. attéls. Dazi zebrzivs (Danio rerio) agrinas attistibas posmi: 0,2-1,75 h péc apauglodanas (Kimmel et al.,
1995 (35)). Péc normalattistibas laika grafika var diagnosticét gan ikru apauglosanos, gan to dzivotsp&u (sk. 26.
punktu “Apaugloto ikru atlase”).

2. attéls. Izraudzitas ir zebrzivs (Danio rerio) vélinas attistibas stadijas (lai optimizétu redzamibu, embrijam atdalits
horijs): 22-48 h péc apauglosanas (Kimmel et al., 1995 (35)).
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3. attéls. Zebrzivs (Danio rerio) embriju normala attistiba: (1) 0,75 h, 2 Stnu stadija; (2) 1 h, 4 $tnu stadija; (3)
1,2 h, 8 sunu stadija; (4) 1,5 h, 16 $anu stadija; (5) 4,7 h, epibolijas sakums; (6) 5,3 h, apméram 50 % epibolija
(Braunbeck & Lammer 2006 (40)).
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4. papildinajums

1. attels
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2. attels

Zebrzivs embrija akiita toksiskuma testa procediiras shéma (no kreisis uz labo): ikru raZoSana, ikru
ievaksana, ieprieks€ja ekspozicija uzreiz péc apaugloSanas stikla traukos, apaugloto ikru izraudziSanas, kura
izmanto mikroskopu ar apgrieztu objektiva attélu vai binokularu, un apaugloto ikru sadale pa 24 iedobumu
platém, kuras sagatavotas attiecigas testéjamas koncentracijas/kontroles, n

testéjamajai koncentracijai/kontrolei (Seit 20), hpf = stundas péc apauglosanas.

Narsto$anas nodalfjums

= ikru skaits, kas nepiecieSams katrai

=07 i n apauglotie ikri uz

2n ikri uz OOOO
koncentraciju ‘on‘ﬁ’ k"-’ @t testa koncentracijuf OOO
kontroli _ kontroli

fkontroli St.ikl_a trfuks ar Apaugloto ikru frontroli OOOO
attiecigajam testa izraudzisanas un OOOO

kon_cent‘racuam/kontr apauglosanas 24 hiepricksdia

olém tilpumos, kas radrtaja noteiksana kondicionana

pilniba parsedz ikrus f
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5. papildinajums
LETALU BEIGUPUNKTU ATLANTS ZEBRZIVS EMBRIJU AKUTA TOKSISKUMA TESTAM

Par akiitu toksiskumu un lidz ar to par embriju navi liecina $adi apikalie beigupunkti: embrija koagulacija, astes
neatdalianas, somitu neveido$anas un neesoda sirdsdarbiba. Lai ilustrétu $os beigupunktus, tika atlasitas $adas
mikrografijas.

1. attels

Embrija koagulésanas.

Spilgta lauka apgaismojuma koagulétos zebrzivs embrijos redzami ieklauti dazadi necaurskatami veidojumi.

2. attels

Somitu neveidoSanas
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Kaut apméram par 10 h atpalicis attistiba, 24 h vecs zebrzivs embrijs (a) uzrada labi attistitus somitus (—), bet
embrijs (b) neuzrada nekadas somitu veido$anas pazimes (—). Lai gan konstatgjama izteikta dzeltenuma maisina
tiska (*), 48 h vecs zebrzivs embrijs (c) uzrada skaidru somitu veidoSanos (—), savukart 96 h vecs zebras zivs
embrijs, kas attélots (d), neuzrada nekadas somitu veidoSanas pazimes (—). Pievérsiet uzmanibu ari mugurkaula
izliekumam (skoliozei) un perikarda tiiskai (*) embrijam, kas paradits (d).

3. attels

Astes digla neatdaliSanas sanskata

(a: —; 96 h vecs zebrzivs embrijs). Pievérsiet uzmanibu arT acs digla neesibai(*).

4. attels

Neesosu sirdsdarbibu

Neesosu sirdsdarbibu péc definicijas ir griti ilustrét mikrografija. Par sirdsdarbibas neesibu liecina sirds konvulsiju
neesiba (dubulta bultina). Asins $inu nekustigums, pieméram, aorta abdominalis (— iesprauduma) nav neesoas
sirdsdarbibas raditajs. Pievérsiet uzmanibu ari tam, ka $aja embrija neveidojas somiti (*, muskuli izskatas drizak
viendabigi, nevis segmentéti). Novérosanas laikam neesoSas sirdsdarbibas registrésanai jabiit vismaz vienai mindtei
ar minimalo palielinajumu 80x.
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C.50. Myriophyllum spicatum toksiskuma bezsedimentu tests

IEVADS

1. Si testéanas metode ir lidzvértiga ESAO testéSanas noradfjumiem 238 (2014. gads). Tie izstradati, lai
noveértetu kimikaliju toksiskumu Gdens divdigllapjiem Myriophyllum spicatum, haloragu dzimtas sugai. Ta
pamata ir ASTM standartnoradijumos ietilpstosa testéSanas metode (1), kas, lai noveértétu testgjamo kimikaliju
patieso ekotoksiskumu (neatkarigi no ta, ka testéjama kimikalija sadalas pa tdeni un sedimentiem), parveidota
par bezsedimentu testa sistému (2). Testa sistéma bez sedimentiem ir analitiski nesarezgita (tikai Gdens faze),
un rezultatus var analizét paraleli un/vai salidzindgjuma ar rezultatiem, kas iegiiti Lemna sp. testa (3); turklat ar
prasitajiem sterilajiem apstakliem mikroorganismu un algu ietekmi (kimisko uzpemsanu/noardisanos u. c.)
iesp&jams uzturét péc iespéjas mazaku. Sis tests neaizstdj citus fidenstoksiskuma testus; tas drizak papildina tos
tadgjadi, ka ir iesp&jams pilnigak novértét bistamibu un risku tdensaugiem. TestéSanas metode ir validéta
starplaboratoriju salidzinasana (4).

2. Ir sniegta detalizéta informacija par testéSanu ar test€jama Skiduma atjaunoSanu (pusstatiska metode) un bez
atjaunosanas (statiska metode). Atkariba no testa mérkiem un regulativajam prasibam pusstatisko metodi ir
ieteicams izmantot, pieméram, vielam, kas $kidumos atri z@id izgarosanas, adsorbcijas, fotodegradacijas,
hidrolizes, izgulsnésanas vai bionoardianas rezultata. Papildu noradijumi ir sniegti (5). Si testéSanas metode
attiecas uz vielam, kuram § testéSanas metode ir validéta (stkaku informaciju sk. starplaboratoriju salidzi-
nasanas zinojuma (4)), vai arl uz preparatiem vai zinamiem maisjjumiem; ja testé maisjjumu, iesp&ami
jaidentificé ta komponenti un jaraksturo tie kvantitativi. Myriophyllum spicatum bezsedimentu testéSanas metode
papildina Myriophyllum spicatum Gdens—sedimentu toksiskuma testu (6). Pirms testéSanas metodi izmantot, lai
regulativa nolika testétu maisjjumu, ir jaapsver, vai ar to var iegit paredzétajam nolikam pietiekamus
rezultatus, un, ja var, tad kapéc. Sadi apsvérumi nav vajadzigi, ja attieciba uz maisijuma testéSanu pastav
regulativa prasiba.

TESTA PRINCIPS

3. Nepartraukti augosas Myriophyllum spicatum augu kultdras (tikai modificéta Andrews barotng, sk. 2. papildi-
najumu) bezsedimentu testa sistéma 14 dienas ka monokultfiru audzé dazadas testéjamas kimikalijas koncen-
tracijas. Testa mérkis ir, pamatojoties uz konkrétu mérjjumu mainigo novértéjumiem, kvantitativi noteikt ar
kimikaliju saistito ietekmi uz vegetativo augSanu 3aja periodd. Mérjjumu mainigie ir dzinumu garuma, sanu
zaru un saknu pieaugums, ka ari svaigsvara un saussvara dinamika un mieturu skaita palielinasanas. Turklat
nem véra izteiktas kvalitativas parmainas testa organismos, pieméram, kroplojumus vai hlorozi un nekrozi,
par ko liecina dzeltéSana vai balta un briina nokrasa. Lai ar kimikaliju saistito ietekmi noteiktu kvantitativi,
augsanu testa $kidumos salidzina ar augSanu kontrolés, nosaka, kada koncentracija rada noteiktu augsanas
inhibéSanos x %, un to izsaka ka EC; atkariba no regulativajam prasibam “x” var bt jebkada vertiba,
pieméram, EC,,, EC,, EC,. Janorada, ka EC,, un EC,, vértibu apléses ir uzticamas un piemérotas tikai testos,
kuros variacijas koeficienti kontrolaugiem ir zemaki par lésto ietekmes limeni, t. i., lai varétu stabili noveértet
EC,,, variacijas koeficientiem jabat < 20 %.

4. Neapstradatiem un apstradatiem augiem janosaka gan vidéjais ipatnéjais augSanas raditajs (ko aplés, novertgjot
pamatdzinumu garumu un tris papildu meérjjumu mainigos), gan ari pieaugums (ko aple§, izmantojot
pamatdzinuma garumu un tris papildu mérfjumu mainigos). Péc tam ipatnéjo augSanas raditaju (r) un
pieau)gumu (y) izmanto, lai noteiktu EC_ (piem., EC,y, ECy, ECs,) un attiecigi E,C, (pieméram, EC,,, EC,,
E Cs)-

y 50/

5. Papildus var statistiski noteikt zemako novérojamas ietekmes koncentraciju (LOEC) un nenovérojamas ietekmes
koncentraciju (NOEC).
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INFORMACIJA PAR TESTEJAMO KIMIKALIJU

6. Ir jabit pieejamai analitiskai metodei, kas ir pietickami jutiga, lai noteiktu testéjamas kimikalijas daudzumu
testa barotné. Izstradajot testa nosacijumus, par testéjamo kimikaliju var noderét $ada informacija: struktiir-
formula, tiriba un piemaisjjumi, $kidiba Gdeni, stabilitate Gdeni un gaisma, skabes disociacijas konstante (pK),
oktanola—iidens sadalianas koeficients (K,,), tvaika spiediens un bionoardamiba. Skidibu @ideni un tvaika
spiedienu var izmantot, lai aprékinatu Henrija likuma konstanti, kas norada, vai testa perioda ir varbitigi
batiski testéjamas kimikalijas zaud&jumi. Tas palidzés noskaidrot, vai ir javeic ipasi pasakumi, kas $adus
zaud&umus kontrolétu. Ja informacija par testéjamas vielas $kidibu un stabilitati ir nepreciza, ieteicams to
novertét testa apstaklos, t. i., ar barotni, temperatiiru, apgaismojuma rezZimu, ko izmantos testa laika.

7. Testa barotnes pH kontrolét ir Ipasi svarigi, pieméram, testgjot metalus vai hidrolitiski nestabilas vielas. Papildu
noradjjumi par tadu kimikaliju testé$anu, kuru testéSanu apgriitina to fizikalkimiskas ipasibas, sniegti ESAO
Noradijumu dokumenta (5).

TESTA DERIGUMS

8. Lai tests batu derigs, kontroles pamatdzinumu garumam jadubultojas isaka laika neka 14 diends. Izmantojot
$aja testéSanas metodé aprakstitas barotnes un testa nosacijumus, o kritériju var izpildit, izmantojot statisku
vai pusstatisku testa reZimu.

9. Pieauguma vidgjais variacijas koeficients, kas iegfits no dzinumu svaigsvara mérfjumiem (t. i, no testa sakuma
lidz beigam) un papildu mérjjumu mainigajiem (sk. 37. punktu), kontrolkultiiras starp replikatiem neparsniedz
35 %.

10. Vairak neka 50 % kontrolgrupas replikatu visa 14 dienu ekspozicijas perioda uztur sterilus, kas nozimé, ka
tajos nav saskatama kontaminacija ar citiem organismiem, pieméram, algém, sénitém un baktérijam (skaidrs
skidums). Piezime: Noradijumi par to, ka novértét sterilitati, sniegti starplaboratoriju salidzinasanas zinojuma

(4.

STANDARTKIMIKALIJA

11. Lai parbauditu testéSanas procedfiru, var testét standartkimikaliju(-as), pieméram, 3,5-dihlorfenolu, kas
izmantots starplaboratoriju salidzinasana (4); saskana ar starplaboratoriju salidzinasanas datiem 3,5-DCP
vidgjas EC,, vertibas attiecba uz dazadajiem atkarigiem mainigajiem (sk. $is testéSanas metodes 37.—
41. punktu) ir no 3,2 mg/l lidz 6,9 mg/l (informaciju par $o vértibu ticamibas intervalu sk. starplaboratoriju
salidzinasanas zinojuma). Standartkimikaliju ieteicams testét vismaz divreiz gada vai, ja testus veic retak,
vienlaikus ar test&jamas kimikalijas toksiskuma noteikanu.

METODES APRAKSTS
Aprikojums

12. Visam aprikojumam, kas nonak saskaré ar testa barotni, jabat no stikla vai cita kimiski inerta materiala. No
kultiiras audzé$anai un testéSanai izmantotajiem stikla traukiem janotira kimiskie kontaminanti, kas var
ieskaloties testa barotné, un traukiem jabiit steriliem. Testa traukiem jabat pietiekami augstiem, lai dzinumi
kontroles traukos augtu tidens faze, testa beigas nesasniedzot testa barotnes virsmu. leteicamas borsilikata
stikla mégenes ar biezam sienam bez snipja, iek$jais diametrs apméram 20 mm, garums aptuveni 250 mm,
ar aluminija vacigiem.

13. Ta ka modificéta Andrews barotne satur saharozi (kas stimulé séniSu un baktériju augSanu), testa skidumi ir
jasagatavo sterilos apstaklos. Visus kidrumus un aprikojumu pirms lietoSanas sterilizé. Sterilizaciju veic,
izmantojot 4 h ilgu apstradi ar sakarsétu gaisu (210 °C) vai 20 min autoklavé$anu 121 °C temperatira. Turklat
tiesi pirms lietoSanas visas kolbas, traukus, kausus utt. un citu aprikojumu uz sterila darbagalda apstrada ar
liesmu.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Kultiiras un testa traukus nedrikst turét kopa. To vislabak var panakt, izmantojot atseviskas augSanas vides
kameras, inkubatorus vai telpas. Apgaismojumam un temperatiirai jabat kontrolgjamiem, un tie jauztur
nemainiga limeni.

Testa organisms

Udens divdigllapis Myriophyllum spicatum ir haloragu dzimtas suga. No jinija lidz augustam virs Gidens virsmas
redzami neuzkritosi balti roza ziedi. Augi saknojas zemé ar spécigu saknenu sistému un ir sastopami visa
ziemelu puslodeé eitrofiskos, bet nepiesarpotos stavosos Gidenos ar dublainu substratu un saméra augstu kalcija
saturu. Myriophyllum spicatum dod prieksroku saldiidenim, bet to var atrast arT iesala adeni.

Bezsedimentu toksiskuma testam ir vajadzigi sterili augi. Ja test€Sanas laboratorija Myriophyllum spicatum
nekultivé, sterilu augu materialu var iegiit no citas laboratorijas, (nesterilu) augu materialu var pemt no lauka
vai to var nodrosinat komercials piegadatajs; ja augi nemti no lauka, japaredz sugas taksonomiska verifikacija.
No lauka ievakti vai komerciala piegadataja piegadati augi jasterilizé (1) un vismaz astonas nedélas pirms
lietoSanas jatur kulttira taja pasa barotng, ko izmanto testéSanai. Ja augus vac lauka, vietam, kur ievac kultaras
sakummaterialu, jabat bez redzamiem kontaminacijas avotiem. Liela uzmaniba japievers tam, lai nodro$inatu,
ka, Myriophyllum spicatum vacot no lauka, tiek ieglitas pareizas sugas, jo ipasi regionos, kur augi var
sakrustoties ar citam Myriophyllum sugam. Ja augu materials iegfits no citas laboratorijas, tie vismaz tris nedélas
jatur lidzigos apstaklos. Zinojuma vienmeér jaatspogulo augu materiala avots un testé$anai izmantota suga.

Testa izmantojamo augu kvalitate un viendabigums batiski ietekmé testa rezultatus, tapéc tie jaizraugas ripigi.
Jaizmanto jauni, strauji augosi augi bez redzamiem bojdjumiem vai krasas izmainam (hlorozes). Sikaka
informacija par testa organisma sagatavo$anu dota 4. papildinajuma.

KultiveéSana

Lai manipulacijas kultliras uzturé$anai varétu veikt retak (piem., ja kada perioda Myriophyllum testus neplano),
kultiiru var turét samazinata apgaismojuma un temperatiira (50 pE m2 s, 20 + 2 °C). Sikaka informacija par
kultivéSanu dota 3. papildinajuma.

Vismaz 14 lidz 21 dienu pirms test€Sanas pietickamu skaitu testa organismu aseptiski ievieto svaiga, sterila
barotné un 14 lidz 21 dienu testa apstaklos kultivé ka pirmkultiru. Detalizéta informacija par pirmkultaras
sagatavosanu dota 4. papildindjuma.

Testa barotne

Bezsedimentu testa sistéma Myriophyllum spicatum ieteicama tikai viena barotne, kas aprakstita 2. papildi-
najuma. 1. punkta aprakstitajai Myriophyllum spicatum kultiiras audzé$anai un testé8anai ar to ieteicama
modificéta Andrews barotne. Modificéto Andrews barotni iegiist no pieciem atseviski sagatavotiem baribas
izejSkidumiem, pievienojot 3 % saharozes. Detalizéta informacija par barotnes sagatavosanu dota 2. papildi-
najuma.

Testa Skidumus iegiist no desmitkartigi koncentrétas modificétas Andrews barotnes (atskaida péc vajadzibas).
Sis barotnes sastavs dots 2. papildinajuma.

Testa skidumi

Testa skidumus parasti gatavo, atskaidot izejskidumu. Testgjamas kimikalijas izejskidumus parasti sagatavo,
kimikaliju iz$kidinot demineralizéta (destiléta vai dejonizétd) Gideni. Baribas elementus pievieno, izmantojot
desmitkartigi koncentrétu modificéto Andrews barotni.
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23. Test&jamas kimikalijas izejskidumus var sterilizét, tos 20 mindtes 121 °C temperatiira apstradajot autoklava vai
izmantojot sterilu filtraciju, ar nosacijumu, ka sterilizicijas metode nedenaturé testgjamo kimikaliju. Testa
skidumus var sagatavot ari sterila demineralizéta fideni vai barotné sterilos apstaklos. Izvéloties testéjamas
kimikalijas izejskidumu sterilizacijas procediras, janem véra to termostabilitate un adsorbésanas uz dazadam
virsmam. Tapéc izejskidumus ieteicams sagatavot sterilos apstaklos, t. i, testgjamas kimikalijas $kidinasanai
sterila tdent sterilos apstaklos (pieméram, sterilizacija ar liesmu, laminaras plismas parsegi u. ¢.) izmantojot
sterilu materialu. Sis sterilu izejskidumu sagatavosanas panémiens der gan vielim, gan maisfjumiem.

24. Parasti testa apstaklos augstaka testgjamas kimikalijas koncentracija nedrikst parsniegt tas $kidibu adeni.
Attieciba uz testgjamam kimikalijam, kas slikti $kist ddeni, lai testgjamo kimikaliju batu vieglak preciza
daudzuma pievienot testa barotnei un lai kimikalija labak dispergétu un skistu, var biit nepieciesams

koncentrétu izejskidumu vai dispersiju sagatavot, izmantojot organisku 3kidinataju vai izkliedétajvielu. Jadara

viss iespejamais, lai $adus materialus neizmantotu. Papildu $kidinataju vai izkliedétajvielu izmanto3ana nedrikst
radit fitotoksiskumu. Biezi izmantoti $kidinataji, kas koncentracijas lidz 100 pl/l nav fitotoksiski, ir, pieméram,
acetons un dimetilformamids. Ja izmanto $kidinataju vai izkliedétajvielu, zinojuma jaatspogulo tas galiga
koncentracija, kas jauztur minimala (< 100 plfl), un ta pati skidinataja vai izkliedétajvielas koncentracija
jaizmanto visas apstradés un kontrolés. Papildu noradijumi par izkliedetajvielu izmantoSanu ir sniegti (5).

Testa grupas un kontrolgrupas

25. Piemérotas testéjamas koncentracijas izraudzities palidz€s diapazona noteikSanas testa iegiitas ieprieksgjas
zina$anas par test€jamas kimikalijas toksiskumu attieciba uz Myriophyllum spicatum. Galigaja toksiskuma testa
parasti ir no piecam (lidzigi ka Lemna augSanas kavéSanas testa, C.26. nodala $aja pielikuma) lidz septinam
testéjamajam koncentracijam, kas sakartotas geometriskas progresijas; tas jaizvelas ta, lai koncentracijas
diapazons biitu no vértibas NOEC lidz vértibai ECy, (sk. turpmak). Vélams, lai testéjamo koncentraciju
atstatuma koeficients neparsniegtu 3,2; tomér, ja koncentracijas—atbildreakcijas likne ir taisna, var izmantot
lielaku veértibu. Ja izmanto mazak neka piecas koncentracijas, tas japamato. Katrai testéjamajai koncentracijai
jaizmanto vismaz pieci replikati.

26. Nosakot testejamo koncentraciju diapazonu (diapazona noteikS$anas un/vai galigaja toksiskuma noteiksanas
testd), janem vera turpmak minétais.

Nosakot EC,, attiecigu ticamibas limeni var nodrosinat, ja testéjamas koncentracijas ir tadas, ka vertiba EC,
atrodas starp tam. Piemeéram, ja aprékina EC;,, augstakajai test€jamajai koncentracijai japarsniedz veértiba ECs,.
Ja vértiba EC,, neieklaujas testéjamo koncentraciju diapazona, saistitie ticamibas intervali bas lieli, un var
nebiit iespéjams novertét modela statistisko piemérotibu.

Ja mérkis ir novértét LOEC/NOEC, zemakajai testéjamajai koncentracijai jabiit pietiekami zemai, lai pieaugums
nebitu btiski mazaks par pieaugumu kontrolé. Turklat augstakajai testé§jamajai koncentracijai jabut pietiekami
augstai, lai pieaugums biaitu batiski mazaks par pieaugumu kontrolé. Ja tas ta nav, tests ir jaatkarto, izmantojot
citu koncentraciju diapazonu (ja vien augstaka koncentracija neparsniedz $kidibas robezu vai maksimali
nepiecie$amo robezkoncentraciju, pieméram, 100 mg|l).

27. Katra testa jaieklauj kontroles, kuru sastava ir ta pati barotne, testa organisms (izvéloties iesp&ami viendabigu
auga materialu, svaigus sanu zarus no pirmkultiiras, kas saisinati lidz 2,5 cm no pamatnes), ievéroti tie pasi
vides apstakli un procediras ka testa traukos, bet bez testéjamas kimikalijas. Ja lieto papildu skidinataju vai

kada ir traukos ar testéjamo kimikaliju. Kontroles trauku (un attieciga gadijuma $kidinataju trauku) replikatu
skaitam jabat vismaz desmit.
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28. Ja nav janosaka NOEC, testa planu var mainit, palielinot koncentraciju skaitu un samazinot vienas koncen-
tracijas replikatu skaitu. Tomér jebkura gadijuma jabiit vismaz desmit kontroles replikatiem.

Ekspozicija

29. No pirmkultiiras nemtus svaigus sanu zarus, kas saisinati lidz 2,5 cm no pamatnes, aseptiskos apstaklos
randomizéti sadala pa testa traukiem; katra testa trauka jabit vienam 2,5 cm sanu zaram, kam viena gala ir
galotnes meristéma. Visiem testa traukiem jaizraugas vienadi kvalitativs augu materials.

30. Lai samazinatu telpisko atskiribu ietekmi uz gaismas intensitati vai temperatiru, testa trauku izvietojums
inkubatora japlano randomizéti. Blokéts planojums vai randomizéta trauku parvietosana (vai biezaka
parvietoSana) vajadziga ari attieciba uz novérojumu veikSanu.

31. Ja ieprieksgjas stabilitates tests parada, ka visa testa laika (14 dienas) testéjamas kimikalijas koncentraciju nevar
uzturét (t. i, izmerita koncentracija samazinas zem 80 % no izmeritas sakotnéjas koncentracijas), ieteicams
pusstatiskais testa rezims. Saja gadijuma augi testa laika vismaz vienreiz (pieméram, 7. diend) jaeksponé svaigi
sagatavotiem testa un kontroles skidumiem. Cik biezi eksponét svaigai barotnei, biis atkarigs no testéjamas
kimikalijas stabilitates; lielaks biezums var bt nepiecie$ams, lai uzturétu gandriz nemainigu koncentraciju oti
nestabilam vai gaistosam kimikalijam.

32. Si testéSanas metode neaptver ekspozicijas scenarijus ar ievadi§anu uz lapam (aerosols).

Testa nosacijumi

33. Jaizmanto silti unfvai vési balts dienasgaismas apgaismojums, nodroSinot gaismas starojumu diapazona
apméram 100-150 E m? s, to mérot ka fotosintézes aktivo starojumu (400-700 nm) punktos, kuri no
gaismas avota ir tada pasa atstatuma ka testa trauku dibens (ekvivalents ca. 6 000-9 000 lux), un izmantojot
gaismas un tumsas ciklu 16:8 h. [zmérito vértibu ietekmés gaismas detektéSanas un mérisanas metode, jo Ipasi
sensora veids. Salidzinajuma ar vienvirziena sensoriem vélamaki ir sferiski sensori (kas reagé uz gaismu no
visiem lenkiem virs mériSanas plaknes un zem tas) un kosinusa formas sensori (kas reagé uz gaismu no visiem
lepkiem virs mériSanas plaknes), ar kuriem var iegiit precizakus Seit aprakstito daudzlepnku gaismas avotu
nolasjjumus.

34. Temperatiirai testa traukos jabiit 23 + 2 °C. Ipajos gadijumos, pieméram, test§jot nestabilas kimikalijas vai
metalus, papildu uzmaniba javelti pH svarstibam; pH jauztur robezas no 6 lidz 9. Sk. papildu noradijumus (5).

Illgums

35. Testu beidz 14 dienas no briza, kad augi ievietoti testa traukos.

Mérijumi un analitiska noteiksana

36. Testa sakuma testa organisma pamatdzinumu garums ir 2,5 cm (sk. 29. punktu); to méra ar mérlinealu (sk.
4. papildinajumu) vai analizgjot fotografijas un attélus. Testa organisma pamatdzinumu garums — normals vai
anormals — janosaka testa sakuma, vismaz vienreiz 14 dienu ekspozicijas perioda laika un testa beigas.
Piezime. Ka alternativa tiem, kam nav pieejama attéla analize: ja darbgaldu pirms augu ievietosanas testa
traukos sterilizé, testa sdkuma un testa laikd pamatdzinumu garumu mérit var ari ar sterilu mérlinealu.
Jaatzimé parmainas augu attistiba, piem., dzinumu deformacijas, izskats, liecibas par nekrozi, hlorozi, lasanu
vai peldspéjas zudumu un saknu garums un izskats. Jaatzimé arl bitiskas testa barotné novérotas pazimes
(pieméram, neizskidu$a materiala, algu, séniSu un baktériju klatbiitne testa trauka).
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37. Papildus pamatdzinumu garuma noteikSanai testa laika ir janovérté ari testgjamas kimikalijas ietekme uz
sadiem trIs (vai vairak) mérfjjumu mainigajiem:

i. Kopégjais sanu zaru garums.
ii. Kopégjais dzinumu garums.
iii. Kopgjais saknu garums.

iv. Svaigsvars.

v. Saussvars.

vi. Mieturu skaits.

1. piezime.
Attiecigus papildu mérijjumus no seSiem Seit dotajiem mainigajiem var izraudzities, izmantojot diapazona
noteikanas testa laika veiktos novérojumus.

2. piezime.
Loti vélama ir svaigsvara un saussvara noteik$ana (iv un v parametrs).

3. piezime.
Sakara ar to, ka saharoze un gaisma (saknu ekspozicija gaismai testa laika) var ietekmét auksina (augu

augSanas hormons) transportétajus un ka dazam kimikalijzam var bat auksina veida iedarbiba, saknu
beigupunktu (iii parametra) ieklausana ir apSaubama.

4. piezime.
Starplaboratoriju salidzinaSanas rezultati liecina par augstiem variacijas koeficientiem (> 60 %) attieciba uz

kopéjo sanu zaru garumu (i parametrs). Kopgjais sanu zaru garums jebkurd gadjjuma ir ietverts kopéja
dzinumu garuma merijuma (i parametrs), kam konstatéti pienemamaki variacijas koeficientus < 30 %.

5. piezime.

Ka izriet no iepriek§ minétajiem apsvérumiem, ieteicamie galvenie mérfjjumu beigupunkti ir: kopgjais dzinumu
garums, svaigsvars un saussvars (ii, iv un v parametrs); vi parametrs — mieturu skaits — paliek eksperimenta
veicgja zina.

38. Pamatdzinumu garums un mieturu skaits ir izdevigi, jo katram testam un kontroles traukam tos testa sakuma,
ta laika un beigas var noteikt, izmantojot fotografijas un attéla analizi, lai gan var izmantot ari (sterilu)
mérlinealu.

39. Kopgjo sanu zaru garumu, kopgjo saknu garumu (ka visu sanu zaru vai saknu garumu summu) un kopégjo
dzinumu garumu (kd pamatdzinumu garuma un kopéja sanu zaru garuma summu) var izmérit ar mérlinedlu
ekspozicijas beigas.

40. Svaigsvars un/vai saussvars ir janosaka testa sakuma paraugam no pirmkultiras materiala, kas izmantots testa
saksanai, un testa beigas augu materialam no katra testa un kontroles trauka.

41. Kopégjo sanu zaru garumu, kopgjo dzinumu garumu, kopgjo saknu garumu, svaigsvaru, saussvaru un mieturu
skaitu var noteikt 3adi:

i. Kopgjais sanu zaru garums. Sanu zaru garumu var noteikt, ekspozicijas beigas visus sanu zarus izmérot ar
mérlinealu. Kopgjais sanu zaru garums ir katra testa un kontroles trauka visu sanu zaru garumu summa.

ii. Kopgjais dzinumu garums. Pamatdzinumu garumu var noteikt ar attélu analizi vai izmantojot meérlinealu.
Kopéjais dzinumu garums ir katra testa un kontroles trauka kopgja sanu zaru garuma un pamatdzinumu
garuma summa ekspozicijas beigas.
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iii. Kopgjais saknu garums. Saknu garumu var noteikt, ekspozicijas beigas izmeérot visas saknes ar mérlinealu.
Kopégjais saknu garums ir katra testa un kontroles trauka visu saknu garuma summa.

iv. Svaigsvars. Svaigsvaru var noteikt, nosverot testa organismus ekspozicijas beigas. Viss katra testa un
kontroles trauka augu materials janoskalo ar destiletu Gideni, ar celulozes papiru janosusina sauss. Péc §is
sagatavoanas ar svérSanu nosaka svaigsvaru. Sakuma biomasu (svaigsvaram) nosaka, pamatojoties uz testa
organismu paraugu, kas nemts no tas pasas partijas, kura izmantota séSanai testa traukos.

v. Saussvars. Péc sagatavoSanas svaigsvara noteikSanai testa organismus zavé 60 °C lidz konstantam svaram.
2= - - . . . .
ST masa ir saussvars. Sakuma biomasu (saussvaram) nosaka, pamatojoties uz testa organismu paraugu, kas
nemts no tas pasas partijas, kura izmantota uzsésanai testa traukos.

vi. Mieturu skaits. Visus mieturus skaita uz aru gar pamatdzinumu.

Merijumu biezums un analitiska noteikSana

42. Ja izmantoto statisko testa planu, pH jaméra katrai apstradei testa sakuma un beigas. Ja izmanto pusstatisku
testa planu, pH jameéra katrai svaiga testa $kiduma partijai pirms katras atjauno$anas un ari citiem analogiem
izlietotiem skidumiem.

43, Gaismas intensitate audz€Sanas kamera, inkubatora vai telpa jaméra punktos, kas no gaismas avota atrodas
tada pasa attaluma ka testa organismi. Mérjjumi testa laika javeic vismaz vienu reizi. Surogattrauka, kur tiek
uztureti tadi pasi apstakli ka audzéSanas kamera, inkubatora vai telpa, vismaz katru dienu (vai nepartraukti,
izmantojot datu registrétaju) jaregistré barotnes temperatira.

44. Testa laika testéjamas(-o) kimikalijas(-u) koncentracijas nosaka attiecigos intervalos. Statiskos testos minimala
prasiba ir noteikt koncentraciju testa sakuma un beigas.

45. Pusstatiskos testos, kuros nav gaidams, ka test§jamas(-o) kimikalijas(-u) koncentracijas saglabasies + 20 %
robezas no nominalas koncentracijas, jaanalizé visi svaigi sagatavotie testa $kidumi un tie pasi $kidumi katra
atjaunoSanas reizé. Tomér tados testos, kur testéjamas(-o) kimikalijas(-u) izmeéritas sakotnéjas koncentracijas
nav + 20 % robezas no nominalas vertibas, bet kur var nodrosinat pietiekamus pieradijumus, ka sakotnéjas
koncentracijas ir atkartojamas un stabilas (t. i., 80-120 % robezas no sakotnéjas koncentracijas), kimisko
noteik§anu var veikt tikai attieciba uz augstako un zemako testéjamo koncentraciju. Visos gadijumos
test§jamas koncentracijas pirms atjauno$anas attieciba uz katru test§jamo koncentraciju janoteic tikai viena
replikata trauka (vai replikata apvienotam trauku saturam).

46. Ja ir pieradijumi, ka test§jama koncentracija visa testa laika ir apmierinosi uzturéta + 20 % robeZas no
nominalas vértibas vai izmeritas sakotnéjas koncentracijas, rezultatus var analizét, pamatojoties uz sakotn&am
nominalajam vai izmeritajam vértibam. Ja novirze no nominalas vai izméritas sakotnéjas koncentracijas nav
t 20 % robezas, rezultati jaanalizé, balstoties uz geometrisko vidéjo koncentraciju ekspozicijas laika vai
modeliem, kas apraksta testgjamas kimikalijas koncentracijas samazinasanos (5).

RobeZtests

47. Dazos gadijumos, pieméram, ja ieprieksjais tests uzrada, ka testéjamai kimikalijai koncentracija lidz 100 mg/l,
lidz tas skidibas robezai testa barotné, vai attieciba uz preparatiem — lidz tas izkliedgjamibas robezai nav
toksiskas iedarbibas, var veikt robeZtestu, kura salidzina atbildreakcijas kontroles grupa un viena apstrades
grupa (100 mg/l vai koncentracija, kas ekvivalenta $kidibas robezai). Ir loti ieteicams to pamatot ar
ekspozicijas koncentracijas analizi. Uz robeZtestu attiecas visi iepriek§ aprakstitie testa nosacfjumi un deriguma
kritériji, iznemot, ka apstrades replikatu skaits jadubulto. AugSanu kontroles un apstrades grupa var analizét,
izmantojot statistikas testu, lai salidzinatu vidéjos raditajus, pieméram, Stjiidenta t testu.
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DATI UN ZINOSANA
Atkarigie mainigie

48. Testa merkis ir noteikt testéjamas kimikalijas ietekmi uz Myriophyllum spicatum vegetativo augSanu. Si
testéSanas metode apraksta divus atkarigos mainigos.

a) Vidgjais Tpatnéjais augSanas raditijs. So atkarigo mainigo aprékina, pamatojoties uz izmainam
pamatdzinumu garuma logaritma un turklat pamatojoties uz logaritmu izmainam, kas skar pargjos
merfjumu parametrus, t. i, kop&jo dzinumu garumu, svaigsvaru, saussvaru vai mieturu skaitu laika perioda
(izteikts dienas) kontroles grupas un katra apstrades grupa. Piezime. MériSanas parametram kopgjais sanu
zaru garums un kopégjais saknu garums vidéjo Ipatnéjo augsanas raditdju aprékinat nav iespgjams. Sakot
testu, testa organismam nav sanu zaru un nav saknes (pamata ir sagatavojumi no pirmkultiras); ja sak no
nulles vértibas, vidéja Ipatnéja augsanas raditdja aprékinasana nav nosakama.

b) Pieaugums. So atkarigo mainigo aprékina, par pamatu nemot lidz testa beigim novérotds pamatdzinumu
garuma parmainas un turklat parmainas citos meéri§anas parametros — t. i., velams, kopéja dzinumu
garuma, svaigsvara, saussvara vai mieturu skaita un citos parametros, ja to uzskata par noderigu —
kontrolés un katra apstrades grupa.

49. Toksiskuma apléses jabalsta uz pamatdzinumu garumu un tris papildu mérfjumu mainigajiem (t. i., vélams,
kopgjo dzinumu garumu, svaigsvaru, saussvaru vai mieturu skaitu, sk. 37. punktu un $a punkta 2., 4. un
5. piezimi), jo dazas kimikalijas citus mérfjumu mainigos var ietekmét daudz vairak neka pamatdzinumu
garumu. Ja aprékinatu tikai pamatdzinumu garumu, $ada ietekme nebiitu atklata.

Videjais ipatnejais augSanas raditajs
50. Vid&jo Ipatngjo augSanas raditdgju noteiktam periodam aprékina ka logaritmisko pieaugumu attieciba uz
augsanas mainigajiem — pamatdzinumu garumu un tris papildu mérjjumu mainigajiem (t. i., kop&jo dzinumu

garumu, svaigsvaru, saussvaru vai mieturu skaitu) — katram kontroles un apstrades replikatam izmantojot
sadu formulu:

In (N;) -In (N;)

Pi-j = ¢

kur:

. vid&jais Tpatngjais augsanas raditajs no laikpunkta i lidz j;
N;: mérjjuma mainigais testa vai kontroles trauka laika i;
N;; mérfjuma mainigais testa vai kontroles trauka laika j;

t: laika periods no i lidz j.

Katrai apstrades grupai un kontrolgrupai aug$anas raditaja vidéjo vértibu aprékina kopa ar dispersijas aplésém.

“:9

51. Vidgjais Ipatnéjais augSanas raditajs jaaprékina visam testa periodam (iepriek§ minétaja formula laikpunkts “i
ir testa sakums un laikpunkts “” ir testa beigas). Katrai test§jamajai koncentracijai un kontrolei aprékina vidéja
Ipatnéja augsanas raditaja vidgjo vertibu, ka arT dispersiju. Turklat, lai izvértétu ekspozicijas perioda radusas
test§jamas kimikalijas ietekmes, augSanas raditajs jaizvérté pa posmiem, (pieméram, izmantojot logaritmiski
transformeétas augSanas liknes).



L 112/374 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 28.4.2017.

52. Augsanas raditdja procentudlo inhib&anos (1) katrai testéjamajai koncentracijai (apstrades grupa) var aprekinat
saskana ar sadu formulu:

o, — B 100

|26

kur:

% Ir: vidéja Tpatnéja augSanas raditaja inhibéSanas procents;
pC: vidgja vértiba p kontrolg;

uT: vidéja vertiba p apstrades grupa.

Pieaugums

53. letekmi uz pieaugumu nosaka, pamatojoties uz meérjjumu mainigo “pamatdzinumu garums” un tris papildu
merjumu mainigajiem (t. i, velams kopgjais dzinumu garums, svaigsvars, saussvars vai mieturu skaits) katra
testa trauka testa sakuma un beigas. Svaigsvaram vai saussvaram sakotnéjo biomasu nosaka, pamatojoties uz
testa organismu paraugu, kas pemts no tas paSas partijas, kura izmantota séSanai testa traukos. Katrai
test€jamajai koncentracijai un kontrolei vidéjo pieauguma vértibu aprekina kopa ar dispersijas aplesém. Vidéjo
procentualo pieauguma inhibé&Sanos ( % 1) katrai apstrades grupai var aprékinat $adi:

o, = Ot

kur:

% ly: pieauguma procentualais samazinajums;
bC: beigu biomasa minus sakotnéja biomasa kontroles grupai;

bT: beigu biomasa minus sakotnéja biomasa apstrades grupai.

Laika divkarsosana

54. Lai noteiktu pamatdzinumu garuma divkarSo$anas laiku (T,) un atbilstibu $im deriguma kritérijam (sk. 8.
punktu), izmanto $adu formulu ar datiem, kas iegfiti no kontroles traukiem:

=1In 2/p

p ir vidgjais Ipatnéjais augsanas raditajs, ko nosaka, ka aprakstits 50.-52. punkta.

Koncentracijas-atbildreakcijas liknu grafiska attélosana

55. Grafiski jaattélo koncentracijas—atbildreakcijas liknes, kas atspogulo sakaribu starp atkariga mainiga vidéjo
procentualo inhibéanos (I, vai I, aprékina, ka paradits 53. punkta) un testéjamas kimikalijas logaritmizétu
koncentraciju.

EC, aplese

56. EC, apléses jabalsta gan uz vidgjo Ipatngjo auganas raditaju (EC), gan picaugumu (EC), no kuriem katrs
savukart ]abalsta uz pamatdzmumu garumu, un, iespgjams, paplldu mérfjumu. mainigajiem (t. i, vélams,
kopéjo dzinumu garumu, svaigsvaru, saussvaru vai mieturu skaitu). Tas ir tapéc, ka ir kimikalijas, kas atskirigi
ietekmé pamatdzinumu garumu un citus mérjjumu mainigos. Tade] vélamie toksiskuma parametri katram
aprékinatajam inhibé&anas limenim x ir ¢etras EC, vértibas: E C,_(pamatdzinumu garums); EC, (ie. t. i, vélams
kopé&jais dzinumu garums, svaigsvars, saussvars vai mieturu skalts EC, ( pamatdzmumu garums) un EC, (t. i,
vélams kopgjais dzinumu garums, svaigsvars, saussvars vai mieturu skaits).
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57. Janorada, ka EC_ vértibas, kas aprékinatas, izmantojot Sos divus atkarigos mainigos, nav salidzinamas, un testa
rezultdtu izmantoSana $o atSkiribu nem veéra. Ja tiek ievéroti §is testéSanas metodes testa nosacijumi, lielakaja
dala gadfjumu (sakara ar attiecigo pieeju matematisko pamatojumu) uz vid&jo Ipatngjo augsanas radtaju (E,C,)
balstitas EC, vertibas biis lielakas par rezultatiem, kas balstiti uz pieaugumu (E,C). So starpibu nedrikst
interpretét ka abu atkarigo mainigo jutibas starpibu, jo 3is vértibas gluZzi vienkarsi ir matematiski atskirigas.

Statistiskas procediiras

58. Merkis ir regresijas analizé iegfit koncentracijas—atbildreakcijas kvantitativu sakaribu. lesp&jams izmantot svérto
linearo regresiju péc tam, kad veikta atbildreakcijas datu lineariz€jo$a transformacija, pieméram, ar probita vai
logita, vai Veibula sadalijuma modeliem (7), bet prieksroka tiek dota nelinearas regresijas procediiru metodém,
ar kuram labak risinat neizbégamas datu neatbilstibas un novirzes no lidzsvarota sadalijuma. Tuvu pie nulles
vai pilnigas inhibéSanas $adas neatbilstibas var pastiprinat ari transformacija, kas trauc€ analizi (7). Jaatzime, ka
standarta analizes metodes, kuras izmantoti probita, logita vai Veibula transformacijas modeli, ir paredzétas
tam, lai apstradatu binarus datus (pieméram, mirstiba vai izdzivotiba), un augsanas raditdja vai picauguma
datiem tas biitu japielago. Ipasas procediiras EC, vértibu noteiksanai, kurd izmanto nepartrauktus datus, sk. (8),
(9), (10).

59. Katram analiz§jamajam atkarigam mainigajam aprékina EC, vertibu punktu apléses, izmantojot koncentracijas—
atbildreakcijas sakaribu. Ja iespgjams, katrai aplései japaredz 95 % ticamibas robeza. Atbildreakcijas datu
atbilstiba regresijas modelim javérté vai nu grafiski, vai statistiski. Regresijas analize javeic, izmantojot
atsevisku replikatu atbildreakcijas, nevis apstrades grupas vidéjos raditajus.

60. Ja pieejamie regresijas modeli/metodes datiem nav pieméroti, ECy, apléses un ticamibas robezu var iegiit ari,
izmantojot linearo interpolaciju ar paskorelacijas (bootstrapping) metodi (10).

61. LOEC un lidz ar to NOEC novérté$anai ir jasalidzina apstrades vidgjie raditaji, izmantojot dispersijas analizes
(ANOVA) metodes. Katras koncentracijas vidéjo raditaju, izmantojot piemérotu daudzkartéju salidzinasanu vai
dinamikas rindas trendu analizes metodi salidzina ar kontroles vidéjo raditaju. Noderigi var bit Daneta vai
Viljamsa testi, (12), (13), (14), (15), (16). Ir nepieciesams novertét, vai ANOVA piepémums par dispersijas
viendabigumu ir speka. So novértéjumu var veikt grafiski vai ar formalu testu (15). Pieméroti testi ir Lévena
vai Bartleta tests. Ja nav izpildits pienémums attieciba uz dispersijas homogenitati, to dazreiz var labot, datus
transforméjot logaritmiski.. Ja dispersijas neviendabigums ir galgjs un ar transformaciju korigét to nevar,
jaapsver, vai analizi neveikt ar tddam metodem ka descendenti DZonkhira testi. Papildu noradijumus par
NOEC noteiksanu var atrast (10).

62. Jaunako zinatnisko sasniegumu rezultata ir radies ieteikums atteikties no jédziena NOEC un to aizstat ar EC,
punktu aplésém, kuru pamata ir regresija. Sim Myriophyllum testam nav noteikta piemérota x vértiba. Tomer
lietderigs Skiet diapazons no 10 lidz 20 % (atkariba no izvéléta atkarigd mainiga), un ir vélams zinojuma
atspogulot gan EC,,, gan EC,, un to ticamibas robeZas.

Zinosana
63. Testa parskata ieklauj $adu informaciju:
Testejama kimikalija
Vienkomponenta viela
— fiziskais izskats, $kidiba Gdeni un papildu attiecigas fizikalkimiskas Ipasibas;

— kimiska identifikacija, pieméram, IUPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai InChl kods,
struktirformula, tiriba, attieciga gadijuma un, ja praktiski iesp&jams, piemaisijumu kimiska identitate u. c.
(attieciga gadijuma ari organiska oglekla saturs).
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Vairakkomponentu viela, UVCB vai maisijums:

— tiek iesp&ami izsmelosi raksturoti péc to komponentu kimiskas identitates (sk. ieprieks), kvantitativas
sastopamibas un attiecigajam fizikalkimiskajam ipasibam.

Testa suga

— Zinatniskais nosaukums un avots.

Testa nosacijumi

— Izmantota testa procediira (statiska vai pusstatiska).
— Testa sak3anas datums un ta ilgums.

— Testa barotne.

— Eksperimentala plana apraksts: testa trauki un parsegs, $kidumu tilpumi, pamatdzinumu garums uz vienu
testa trauku testa sakuma.

— Testéjamas koncentracijas (nominalas un izmeritas, ka vajadzigs) un replikatu skaits uz koncentraciju.

— Izejskidumu un testa Skidumu sagatavo$anas metodes, tostarp jebkada $kidinataja vai izkliedétajvielas
lietosana.

— Temperatiira testa laika.
— Gaismas avots, gaismas intensitate un viendabigums.
— Testa un kontroles barotnu pH vértibas.

— Testgjamas kimikalijas analizes metode ar attiecigiem kvalitates novértésanas datiem (validacijas pétijumi,
analizu standartnovirzes vai ticamibas robezas).

— Pamatdzinumu garuma un par§o mérjjumu mainigo, pieméram, kopéja sanu zaru garuma, kopéja
dzinumu garuma, kopgja saknu garuma, svaigsvara, saussvara vai mieturu skaita noteik§anas metodes.

— Katra testa un kontroles trauka kulttiras stavoklis (sterila vai nesterila) katra novérojuma.
— Jebkadas novirzes no §is testa metodes.
Rezultati

— lzejas dati: attieciba uz katru testa un kontroles trauku katram novérojumam un izdaritai analizei —
pamatdzinumu garums un citi mérjjumu mainigie.

— Katra mérfjuma mainiga vidéjie raditaji un standartnovirzes.
— Augganas liknes katram mérjjumu mainigajam.

— Aprékinatie atkarigie mainigie katram apstrades replikatam, ar vidéjam vértibam un variaciju koeficientu
replikatiem.

— Koncentracijasfietekmes sakaribas grafisks attélojums.

— Apléses par toksiskajiem beigupunktiem atkarigajiem mainigajiem, pieméram, EC,,, EC,,, EC,, un saistitie
ticamibas intervali. Ja aprékinatas, LOEC un/vai NOEC un statistikas metodes, kas izmantotas to
noteik3anai.

— Ja izmantota ANOVA, tad iedarbibas lielums, ko var noteikt (pieméram, vismazakas biitiskas atskiribas).

— Jebkada augsanas stimuléSana, kas konstatéta jebkura apstrade.

— Jebkadas fitotoksiskuma vizualas pazimes, ka ari testa $kidumu novérojumi.

— Rezultatu apsprieSana, tai skaitd jebkada ietekme uz testa rezultatiem, kas izriet no novirzém no §is
testéSanas metodes.
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1. papildinajums

DEFINICIJAS

Biomasa ir populacijas dzivas matérijas svaigsvars un/vai saussvars. Saja testd biomasa ir pamatdzinumu, visu sanu
zaru un visu saknu summa.

Kimikalija ir viela vai maisijums.
Hloroze ir testa organisma, jo Ipasi mieturu, krasas maina no zalas uz dzeltgjosu.

ECx ir testa barotné izskidinatas testéjamas kimikalijas koncentracija, kas attiecigaja ekspozicijas perioda (ipasi
janorada, ja ir novirzes no pilna vai normala testa ilguma) rada Myriophyllum spicatum augSanas samazinajumu x %
(pieméram, 50 %). Lai neparprotami noraditu EC vertibu, kas izriet no augsanas raditaja vai pieauguma, augsanas
raditdjam izmanto simbolu “E,C” un pieaugumam — “E ", kam seko izmantotais mérfjumu mainigais, pieméram,
“E.C” (pamatdzinumu garums).

Augsana ir mérfjjumu mainiga, pieméram, pamatdzinumu garuma, kopéja sanu zaru garuma, kopgja dzinumu
garuma, kopgja saknu garuma, svaigsvara, saussvara vai mieturu skaita palielinaSanas testa perioda.

Augganas raditajs (vidéjais patnéjais augsanas raditajs) ir mérjjumu mainiga logaritmisks pieaugums ekspozicijas
laika. Piezime. Ar augSanas raditaju saistitie atkarigie mainigie nav atkarigi no testa ilguma, ja vien neeksponétas
kontroles organismu augSanas modelis ir eksponencials.

Zemaka novérotas ietekmes koncentracija (LOEC) ir zemaka testéjamas kimikalijas koncentracija, kurai noteikta
ekspozicijas laika salidzinajuma ar kontroli novérota statistiski bitiska samazinosa ietekme (p < 0,05). Tomér pie
visam test&jamajam koncentracijam, kas augstakas par LOEC, ir jabat 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 ari NOEC) izraudzita.

Merijumu mainigie ir jebkada veida mainigie, kas tiek meériti, lai izteiktu testa beigupunktu, izmantojot vienu vai
vairakus atkarigos mainigos. Saja testé$anas metodé mérjjumu mainigie ir pamatdzinumu garums, kopgjais sinu
zaru garums, kopéjais dzinumu garums, kopéjais saknu garums, svaigsvars, saussvars un mieturu skaits.

Monokultiira ir kultiira ar vienu augu sugu.
Nekroze ir nedzivi (t. i, balti vai tumsi briini) testa organisma audi.
Nenoveérotas ietekmes koncentracija (NOEC) ir testéjamas kimikalijas koncentracija, kas ir tilit zem LOEC.

Atkarigais mainigais ir toksiskuma apléses mainigais, ko ar dazadu aprékina metozu palidzibu iegist no jebkura
merita mainiga, kas apraksta biomasu. Sis testéSanas metodes atkarigie mainigie ir augganas raditajs un pieaugums,
kas iegiti no tadiem mérfjumu mainigajiem ka pamatdzinumu garums, kopgjais dzinumu garums, svaigsvars,
saussvars vai mieturu skaits.

Pusstatiskais (atjaunosanas) tests ir tests, kura testa $kidumu noteiktos intervalos testa laika periodiski maina.
Statiskais tests ir testéSanas metode bez testa $kiduma atjaunosanas testa laika.
Testéjama kimikalija ir jebkura viela vai maisijums, ko testé, izmantojot $o testéSanas metodi.

Testa beigupunkts apraksta visparigo faktoru, kura mainiSana attieciba pret testéjamas kimikalijas kontroli ir testa
mérkis. Saja testéSanas metodé testa beigupunkts ir augSanas inhibéSanas, ko var izteikt ar dazadiem atkarigajiem
raditajiem, kas ir balstiti uz vienu vai vairakiem mérfjjumu mainigajiem.
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Testa barotne ir pilna sintétiska augsanas barotne, uz kuras aug testa augi laika, kad tos eksponé testéjamai
kimikalijai. Testgjamo kimikaliju parasti iz§kidina testa barotné.

UVCB ir viela ar nezinamu vai mainigu sastavu, komplekss reakcijas produkts vai biologisks materials.

Pieaugums ir mérjjumu mainiga vértiba, kas izsaka starpibu starp biomasu ekspozicijas perioda beigas un
meérfjumu mainigo ekspozicijas perioda sakuma. Piezime. Ja neeksponétu organismu augSanas modelis ir
eksponencials, uz pieaugumu balstiti atkarigie mainigie lidz ar testa ilgumu samazinasies.
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2. papildinajums
MODIFICETA ANDREWS BAROTNE IZE]KULTI_JRAI UN PIRMKULTURAI

No pieciem atseviski sagatavotiem barotnu izejSkidumiem pagatavo izejkultGirai un pirmkultirai vajadzigo
modificéto Andrews barotni, pievienojot 3 % saharozes.

1. tabula

Andrews barotnes sastavs: (ASTM apzimé&jums E 1913-04)

Barotnu izejskidumu pagatavosana Barotnes pagatavo$ana
Izejskidums Kimikalija Sakotngjais svars uz 1 000 ml uz 5 | barotnes
1 KCl 74,6 mg 50
KNO, 8,08 ¢
Ca(NO,), * 4 H,0 18,88 g
2 MgSO, x 7 H,0 9,86 ¢ 50
3 Sk. zemak izejskidumu 3.1 50
4 KH,PO, 2,72 ¢ 50
5 FeSO, x 7 H,0 0,278 g 50
Na,EDTA x 2 H,0 0372¢

Izejskidumu ledusskapi var turét 6 ménesus (5-10 °C temperatiira). Mazaks glabasanas laiks (2 ménesi) ir tikai
izejskidumam Nr. 5.

2. tabula

Izejskiduma 3.1 gatavosana izejskiduma 3 sagatavoSanai

Kimikalija Sakotngjais svars g/100 ml
MnSO, x 4 H,0 0,223
ZnSO, x 7 H,0 0,115
H,BO, 0,155
CuSO, x 5 H,0 0,0125
(NH,)(Mo.O,, x 4 H,0 0,0037

Péc izejskiduma 3.1 pagatavosanas (2. tabula) So $kidumu sasalde aptuveni 11 ml alikvotas dalas (vismaz — 18 °C
temperatdird). Stipri sasaldétu porciju deriguma termins ir pieci gadi.
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Lai pagatavotu izejskidumu 3, atkausé izejskidumu 3.1, 10 ml iepilda 1 | mérkolba un tam pievieno augstakaja
pakapé tiru tideni lidz kolbas atzimei.

Lai iegfitu modificétu Andrews barotni, 5 | mérkolba iepilda aptuveni 2 500 ml augstakaja pakapé tiru tdeni. Péc
50 ml pievienoSanas no katra izejSkiduma mérkolbu 90 % no tilpuma pilda ar augstakaja pakape tiru ddeni un pH
korigé uz 5,8.

tiru ddeni. Visbeidzot, barotnu $kidumu iepilda 1 1 Schott kolbas un 20 mindtes sterilizé autoklava 121 °C
temperatiira.

Sadi iegiitu barotni sterilu ledusskapi (5-10 °C) var uzglabat tris ménesus.

Modificéta Andrews barotne bezsedimentu toksiskuma testa

No pieciem barotnu izejskidumiem, kas jau minéti 1. un 2. tabula, pagatavo desmitkartigi koncentrétu, modificétu
Andrews barotni, kas nepiecie$ama, lai iegiitu testa Skidumus, pievienojot 30 % saharozes. Lai to izdaritu, 1 |
meérkolba iepilda aptuveni 100 ml augstakaja pakapé tira idens. Pievieno 100 ml no katra izejskiduma, pH korigé
uz 5,8. Péc tam pievieno 30 % izskidusu saharozi (300 g uz 1 000 ml); tad aizpilda mérkolbu ar augstakaja pakapé
tiru ideni lidz atzimei.

Visbeidzot, barotnu $kidumu iepilda 0,5 1 Schott kolbas un 20 mindtes sterilizé autoklava 121 °C temperatira.

Sadi iegfitu desmitkartigi koncentrétu modificétu barotnu skidumu sterilu ledusskapi (5-10 °C) var glabat tris
meénesus.
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3. papildinajums
IZEJKULTURAS UZTURESANA

Saja 3. papildinajuma ir aprakstita izejkultiira @idens divdigllapis Myriophyllum spicatum L ('), haloragu dzimtas suga.
Laika no junija lidz augustam virs tidens virsmas redzami neuzkrito$i balti roza ziedi. Augi saknojas zemé ar
spécigu saknenu sistému un ir sastopami visa ziemel]u puslodé eitrofiskos, bet nepiesarpotos stavosos Gdenos ar
dublainu substratu un saméra augstu kalcija saturu. Myriophyllum spicatum dod prieksroku saldiidenim, bet tos var
atrast ari iesaa tident.

Bezsedimentu izejkultiirai laboratorijas apstaklos ir vajadzigi sterili augi. Sterili augi ir pieejami Vacijas Umweltbun-
desamt (Vacijas Federala Vides agentiira) ekotoksikologijas laboratorija.

Testa organismus arl var sagatavot no nesteriliem augiem saskana ar ASTM apzimé&jumu E 1913-04. Sk. turpmak
(citéts no ASTM Standarta noradijumiem) procediira no lauka ievaktas Myriophyllum sibiricum audzéSanai:

“Ja sakumam izmanto no lauka vaktus nesterilus augus, M. sibiricum atvases vac rudeni. Atvases ievieto 20 |
akvarija, kas satur 5 cm sterilu sedimentu, kuri ir parklati ar kvarca smiltim vai, pieméram, Turface®, un 18
litrus reagenta Gidens. 16 h diena akvariju apgada ar skabekli un uztur 15 °C temperatiiru un plismas atrumu
200-300 pmol m~2 s~ 1. Augu kultdru akvarija var saglabat ka augu rezerves avotu gadijumiem, kur sterilas
augu kultiiras iet boja audzéSanas skapja mehaniskas atteices, kontaminacijas vai cita iemesla dél. Akvarija
audzétie augi nav sterili, un sterilas kultiras nevar turét partiju kultGraudzéSanas sistéma. Lai kultdru
sterilizétu, augus iznem no akvarija un aptuveni 0,5 h skalo zem teko$a dejonizéta tdens. Aseptiskos apstaklos
laminaras gaisa pliasmas skapl augus dezinficé nepilnas 20 min. (lidz lielaka dala auga audu izbalé un zala ir vél
tikai auga galotne) 3 % (tilpuma) natrija hipohlorita $kiduma, kas satur 0,01 % piemérota virsmaktiva agenta.
Dezinfekcijas lidzekli un augu materialu sakrata. Segmentus ar vairakiem mezgliem parvieto sterilas kultdrau-
dzésanas mégenés, kas satur 45 ml sterilizétas modificétas Andrews barotnes, un aizvako ar vienkarSiem
kultdraudzéSanas mégenu aizbazniem. Katra testa kamera ievieto tikai vienu augu segmentu. KultivéSanas
trauka aizbazni nostiprina ar laboratorijas hermetizétaju. Kad ir izveidota sterila kulttira, tadi augu segmenti,
kuros ir vairaki mezgli, ik péc desmit lidz divpadsmit dienam jaievieto jaunas testa kameras, kas satur svaigu
skidro barotni. To pieradot ar kultiru audzéS$anu uz agara platém, augiem jabat steriliem un, pirms var sakt
testu, tiem jabiit bijusiem steriliem astonas nedélas.”

Ta ka modificéta Andrews barotne satur saharozi (kas stimulé séniSu un baktériju augSanu), jebkadi materiali un
$kidumi jasagatavo un audzé$ana javeic sterilos apstaklos. Visus skidrumus, ka ari aprikojumu pirms lietoSanas
sterilizé. Sterilizaciju veic, izmantojot 4 h sakarséta gaisa apstradi (210 °C) vai 20 min autoklavé$anu 121 °C
temperattira. Turklat pirms lietoSanas visas kolbas, traukus, kausus utt. un citu aprikojumu uz sterila darbagalda
apstrada ar liesmu.

Izejkultiiras samazinata apgaismojuma un temperatiird (50 pE m-2 s-1, 20 * 2 °C) bez nepiecie$amibas tas atjaunot
var turét ilgakus laikposmus. Myriophyllum augSanas barotnei jabat tadai paSai, kada izmantota testéSana, bet
izejkultiram var izmantot citu baribas vielam bagatu barotni.

Augu segmentus, ievérojot sterilitati, sadala pa vairakam 500 ml Erlenmeijera vaijun 2000 ml Fernbaha kolbam,
katru attiecigi piepilda ar aptuveni 450 un 1 000 ml modificétas Andrews barotnes. Tad kolbas, ievérojot sterilitati,
nosledz ar celulozes aizbazni.

Turklat tie$i pirms lietodanas aprikojums uz sterila darbgalda viscaur jaapstrada ar liesmu. Atkariba no to skaita un
apjoma augus aptuveni ik péc tris ned€lam parvieto uz svaigu barotni.

Sai atjaunotajai kultiirai var izmantot galotnes, ki ari stublaja vidusdalas segmentus. levietoto augu (vai augu
segmentu) skaits un lielums ir atkarigs no ta, cik augu nepiecie$ams. Pieméram, viena Fernbaha kolba var ievietot
piecus dzinumu segmentus, un viena Erlenmeijera kolba — tris dzinumu segmentus, katru 5 cm garu. Jaizmet
jebkadas dalas ar sakni, ziedoSas, nedzivas vai citada veida uzkritoSas dalas.

() Carlvon Linné (* May, 23th, 1707 in R&shult /Almhul; t January, 10th, 1778 in Uppsala).
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1. attels
Augu grieSana izejkultiirai un pirmkultiirai péc 3 nedélu ilgas kultivacijas.

!»’ % — izcjkultiira

—_ ¥ :%Jk; r & —— pirmkultiira

-

ol —> atkriumi

Augi 500 ml Erlenmeijera un 2 000 ml Fernbaha kolbas jaaudzé dzeséanas inkubatora ar 20 + 2 °C temperatiiru
un nepartrauktu apgaismojumu apméram 100-150 pE m- 2 s- ! vai 6 000-9 000 Lux (ko izstaro kameras
apgaismojums ar krasas temperattiru “silti balta gaisma”).

2. attels

Augu kultivéSana dzesésanas inkubatora ar kameras apgaismojumu.

Jaizmanto kimiski tiri (ar skabi mazgati) un sterili stikla kultivéSanas trauki un aseptiskas apstrades metodes. Ja
izejkultira ir kontaminéta, pieméram, ar algém, sénitém un/vai baktérijam, ir jasagatavo jauna kultiira vai 31 viena
kultiira jaatjaunina ar izejkultiiru no citas laboratorijas.
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4. papildinajums
PIRMKULTURAS UZTURESANA UN TESTA ORGANISMA SAGATAVOSANA TESTESANAI

Lai ieglitu pirmkulttiru, izejkultiiras dzinumus sasmalcina segmentos ar diviem mieturiem katra; segmentus ievieto
Fernbaha kolbas, kas pilditas ar modificétu Andrews barotni (ar 3 % saharozes). Katra kolba var saturét lidz pat 50
dzinumu segmentiem. Tomér jaraugas, lai segmenti batu dzivotspéjigi un tiem nebiitu saknu un sanu zaru vai to
aizmetnu (sk. 1. att. 3. papildinajuma).

Pirmkultiiras organismus sterilos apstaklos vides kamera ar secigam 16/8 h gaismas/tumsas fazém audzé 14 lidz
21 dienu. Gaismas intensitati izraugas diapazona 100-150 pE m-2 s~ . Temperatiirai testa traukos jabat 23 + 2 °C.

Ta ka modificéta Andrews barotne satur saharozi (kas stimulé algu, séniSu un baktériju augSanu), test&jamas
kimikalijas $kidumi jasagatavo un audzéSana javeic sterilos apstaklos. Visus skidrumus, ka ar aprikojumu pirms
lietosanas sterilizé Sterilizaciju veic, izmantojot 4 h ilgu apstradi ar sakarsétu gaisu (210 °C) vai 20 min autokla-
véSanu 121 °C temperatfira. Turklat pirms lietosanas visas kolbas, traukus, kausus utt. un citu aprikojumu uz sterila
darbagalda apstrada ar liesmu.

Dzinumus, ievérojot sterilitati, iznem no pirmkultiiras kolbam, izraugoties iespé&jami viendabigu materialu. Katrai
testéSanai vajadzigi vismaz 60 testa organismi (testéSanai ar astopam testéjamas kimikalijas koncentracijam).
TestéSanai nem svaigus sanu zarus no pirmkultiiras, tos saisina [idz 2,5 cm no pamatnes (ko méra ar mérlinealu)
un ievieto varglazg, kura ir sterila modificéta Andrews barotne. Sos svaigos sanu zarus var izmantot Myriophyllum
spicatum bezsedimentu toksiskuma testam.

2. attels

Augu grieSana no pirmkultiiras Myriophyllum spicatum bezsedimentu toksiskuma testam.

svaigi sanu zari
testam

—_— atkritumi vai turpmaka

kultivésana
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C.51. Myriophyllum spicatum tidens—sedimentu toksiskuma tests

IEVADS

1. §i testéSanas metode ir lidzvértiga ESAO testéSanas noradijumiem 239 (2014. gads). TestéSanas metodes ir
pieejamas sugai Lemna (peldoss tidensaugs, viendigllapis) (1), un algu sugam (2). Sis metodes parasti izmanto,
lai generétu datus noliika novérst risku, ko testéjamas kimikalijas, jo ipasi herbicidalas iedarbibas kimikalijas,
rada tdensaugu sugam, kas nav mérksugas. Tomér daZzos gadijumos var biit nepiecie$ami dati par papildu
makrofitu sugam. Péc Vides toksiskuma un kimijas apvienibas (SETAC) seminara par Gidens makrofitu riska
novértéumu attieciba uz pesticidiem (AMRAP) nesen publicéti noradijumi ierosina, ka tad, ja zinams, ka
Lemna un alges nav jutigi pret iedarbibas veidu, vai ja bazas rada tas, ka viela sadaloties nokliist sedimentos, ka
rezultata notiek ekspozicija caur saknu sistému (3), attieciba uz test§jamam kimikalijam var bit nepiecieSami
dati par saknotam makrofitu sugam. Balstoties uz pasreizéjo izpratni un pieredzi, gadijumiem, kad ir vajadzigi
dati par zem tidens augosam, saknotu divdigllapju sugam (4), (5), (6), ka vélamo sugu izraudzijas Myriophyllum
spp. Sis tests neaizstaj citus toksiskuma fiden testus; tas drizak papildina tos tadgjadi, ka iesp&jams pilnigak
novértét bistamibu un risku attieciba uz Gdensaugiem. Myriophyllum spicatum tdens-sedimentu testéSanas
metode papildina Myriophyllum spicatum bezsedimentu toksiskuma testu (7).

2. Sis dokuments apraksta testéSanas metodi, kas lauj novértét testéjamas kimikalijas ietekmi uz saknotu
tdensaugu sugu Myriophyllum spicatum, kas aug tdens—sedimentu sistéma. TesteSanas metode ir daléji balstita
uz esofajam metodém (1), (2), (8), un taja nemti véra neseni pétjjumi, kas saistiti ar novértgjumu par risku
tidensaugiem (3). Udens-sedimentu metode ir validéta starptautiska starplaboratoriju salidzinasana, kas
statiskos apstaklos veikta ar Myriophyllum sugas augiem, kuri eksponéti test§jamai kimikalijai, to ievadot ar
vertikala ddens slana starpniecibu (9). Tomér testa sistému var viegli pielagot, lai nodrosinatu ekspoziciju caur
piesatinatiem sedimentiem vai ekspoziciju idens fazé ar pusstatiskiem vai pulsveidigu devu scenarijiem, lai gan
iem scenarijiem nav veikta starplaboratoriju salidzinasana. Turklat visparigo metodi var izmantot citam
saknotam zem #dens un virs tdens augo$am sugam, tostarp citim Mpyriophyllum sugam (pieméram,
Myriophyllum aquaticum) un Glyceria maxima (10). Alternativim sugam var bat nepiecieSams modificét testa
nosacfjumus, planu un ilgumu. Konkréti, vél jastrada, lai noteiktu piemérotas procediras attieciba uz
Myriophyllum aquaticum. Saja testéSanas metodé Sie varianti nav siki izklastiti, ta apraksta standarta pieeju
Myriophyllum spicatum ekspozicijai statiska sistéma, izmantojot Gidens fazi.

3. Si testéSanas metode attiecas uz vielam, attieciba uz kuram ta ir validéta, (sikaku informaciju sk. starplabora-
toriju salidzinasanas zinojuma (9)), uz preparatiem vai zinamiem maisijumiem. Myriophyllum testu var veikt, lai
izpilditu 1. limena datu prasibu, kas izriet no t3, ka test§jama kimikalija sadaliSanas celda var noklit
sedimentos, vai no jautdgjumiem par iedarbibas veidu vai selektivitati. Tapat Myriophyllum laboratorijas tests var
bt nepiecieSams ka elements augstaka limena stratégija, lai kliedétu bazas par risku attieciba uz Gidensaugiem.
Ekspozicijas cel$ (t. i, idens vai sedimenti) bis atkarigs no testa veikSanas konkréta iemesla. Pirms testéSanas
metodi izmantot, lai regulativa nolaka testétu maisijumu, ir jaapsver, vai ar to var iegiit paredzétajam nolikam
pietiekamus rezultatus, un, ja var, tad kapéc. Sadi apsvérumi nav vajadzigi, ja attieciba uz maisfjuma testéSanu
pastav regulativa prasiba.

TESTA PRINCIPS

4. Tests ir paredzéts, lai novértetu ar kimikaliju saistito ietekmi uz vegetativo augSanu Myriophyllum, kas aug
standartizétas barotnés (fidens, sedimenti un baribas vielas). Sim nolikam veselas, neziedoSas dzinumu
galotnes ievieto standartizétos, maksligos sedimentos, kas, lai augi pietiekami augtu, ir papildinati ar papildu
baribas vielam, un péc tam tur Smarta un Barko barotné (1. papildinajums). Péc iejusanas perioda, kas
paredzéts, lai izveidotos saknes, augus eksponé vairakam testgjamajam koncentracijam, kas pievienotas
vertikalajam Gdens slanim. Ekspoziciju ar sedimentiem ari var simulét, maksligos sedimentus piesatinot ar
test§jamo kimikaliju un parstadot augus $ajos piesatinatajos sedimentos. Abos gadijumos péc tam augus
kontrolétos vides apstaklos tur 14 dienas. Ietekmi uz augsanu nosaka, kvantitativi novérojot dzinumu garumu,
svaigsvaru un saussvaru, ka arl kvalitativi novérojot tadus simptomus ka hloroze, nekroze vai augsanas
novirze.
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5. Lai ar kimikaliju saistito ietekmi noteiktu kvantitativi, augSanu testa $kidumos salidzina ar kontrolaugu
augSanu un nosaka koncentraciju, kas rada noteiktu x % augsanas inhibé&anas, to izsakot ka EC; “x” atkariba
no regulativas prasibas var bat jebkura veértiba, pieméram, EC,, EC,, un EC,,. Janorada, ka EC,, un EC,,
vértibu apléses ir uzticamas un piemérotas tikai testos, kuros variacijas koeficienti kontrolaugiem ir zemaki par
lésto ietekmes limeni, t. i., lai varétu stabili novértet EC,,, variacijas koeficientiem jabat < 20 %.

6. Janosaka neapstradato un apstradato augu vidgjais Ipatnéjais augSanas raditajs (aprékina, novértgjot dzinumu
garumu, dzinumu svaigsvaru un dzinumu saussvaru) un pieaugums (aprékina no dzinumu garuma, dzinumu
svaigsvara un dzinumu saussvara pieauguma). Péc tam ipatngjo augSanas raditaju (r) un pieaugumu (y)
izmanto, lai noteiktu E,C, (pieméram, E,C,,, E,C,,, E,C5,) un attiecigi E C, (pieméram, E ,C,,, E C,, E Csy).

7. Ja nepiecie$ams, zemako novérojamas ietekmes koncentraciju (LOEC) un nenovérojamas ietekmes koncen-
traciju (NOEC) no vidéja ipatnéja aug$anas raditdja un pieauguma aplésém var noteikt statistiski.

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO KIMIKALIJU

8. Ir jabut pieejamai analitiskai metodei, kas ir pietickami jutiga, lai noteiktu testéjamas kimikalijas daudzumu
testa barotné.

9. Informacija par testéjamo kimikaliju, kas var noderét, lai izstradatu testa nosacijumus, ietver tas strukturilo
formulu, sastavu (ja ta ir vairakkomponentu viela, UVCB, maisjjums vai preparats), tirlbu un piemaisijumus,
skidibu tdeni, stabilitati ddeni un gaisma, skabes disociacijas konstanti (pK,), oktanola-tdens sadaliSanas
koeficientu (K,,), ja pieejams, K, attieciba uz sedimentiem, tvaika spiedienu un bionoardamiba. Skidibu @ident
un tvaika spiedienu var izmantot, lai aprékinatu Henrija likuma konstanti, kas norada, vai ir iespéjami batiski
test§jamas kimikalijas zudumi testa perioda. Ja paredzami testéjamas kimikaliju zudumi, Siem zudumiem
janosaka daudzums un jadokumenté turpmakas darbibas, lai zudumus kontrolétu. Ja informacija par
testéjamas(-o) kimikalijas(-u) skidibu un stabilitati ir neskaidra, ieteicams $is ipasibas noveértét testa apstaklos,
t. i, tada augSanas vidé, temperatiira, apgaismojuma reZima, ko izmanto testa. Piezime: ja parbauda gaismat-
karigus peroksidazes herbicidus, jaizmanto laboratorijas apgaismojums ar dabiskajai saules gaismai lidzvértigu
solaro ultravioleto gaismu.

10. Ja nepiecieSams, testa barotné jaméra un japielago pH. Testa barotnes pH kontrole ir ipasi svariga, pieméram,
testéjot metalus vai kimikalijas, kas ir hidrolitiski nestabili. Papildu noradjjumi par tadu kimikaliju testéSanu,
kuru testéSanu apgriitina to fizikalkimiskas ipasibas, sniegti ESAO Noradijumu dokumenta (11).

TESTA DERIGUMS

11. Lai testa rezultati biitu derigi, kontrolaugu vidéjam kopéjam dzinumu garumam un vidéam kopé&jam dzinumu
svaigsvaram testa ekspozicijas fazes laika vismaz jadivkarSojas. Turklat kontrolaugi nedrikst uzradit nekadus
vizualus hlorozes simptomus, un tiem jabiit acimredzami nekontaminétiem ar citiem organismiem, pieméram,
algem un/vai baktériju plevém uz augiem, uz sedimentu virsmas un testa barotné.

12. Kontrolkultiiru replikatos vidgjais variacijas koeficients pieaugumam, kura pamata ir dzinumu svaigsvara
mérfjumi (t. 1., no testa sakuma lidz beigam), neparsniedz 35 %.

STANDARTKIMIKALIJA

13. Standartkimikaliju(-as), pieméram, 3,5-dihlorfenols, ko izmanto starplaboratoriju salidzinasana (9), laika gaita
regulari jatesté, lai parbauditu testa procediiras veiktsp&ju. Starplaboratoriju salidzinaSanas dati liecina, ka 3,5-
DCP vidgjas EC,, vertibas attieciba uz dazadiem atkarigajiem mainigajiem bija no 4,7 lidz 6,1 mgl
(informacijai sk. starplaboratoriju salidzinasanas zinojumu par paredzamo ticamibas intervalu ap $im
vértibam). Standartkimikaliju ieteicams testét vismaz divas reizes gada vai, ja testus veic retak, vienlaikus ar
test§jamas kimikalijas toksiskuma noteikSanu. Paredzamo EC,, vértibu celvedis attieciba uz 3,5-DCP sniegts
Starptautiskas starplaboratoriju salidzinaganas Statistikas zinojuma (9).
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METODES APRAKSTS
TestéSanas aprikojums

14. Tests javeic kontrolétos vides apstaklos, t. i, audzeéSanas kamerd, audz&Sanas telpa vai laboratorija ar
kontrolgjamu dienas garumu, apgaismojumu un temperatiru (sk. iedalu “Testa nosacijumi”, 56.-58. punkts).
Izejkulttiras jaglaba atseviski no testa traukiem.

15. Petijums javeic, izmantojot stikla testa traukus, piemeéram, akvarijus vai merglazes; parasti izmanto 2 | stikla
mérglazes (augstums apméram 24 cm, diametrs 11 cm). Tomeér citi (t. i, lielaki) trauki var bat pieméroti ar
nosacijumu, ka ir pietickami liels Gidens dzilums, lai biitu iespgjama neierobezota augSana un augi visu testa
laiku atrastos zem adens.

16. Par tvertném augu stadisanai sedimentos var izmantot plastmasas vai stikla augu podus (diametrs apméram
9 cm, augstums 8 cm un tilpums 500 ml). Var izmantot ari stikla mérglazes, un dazos gadjjumos tas ir pat
velamas (pieméram, testéjot hidrofobas kimikalijas vai kimikalijas ar augstu K__).

17. Podafvarglazes izmérs jaizraugas, nemot véra izraudzitos testa traukus un velamo testa planu (sk. turpmak). Ja
izmanto testa planu A (katra poda viens dzinums, viena trauka tris podi ), var bt vajadzigi mazaki podini vai
lielaki trauki. Ja izmanto testa planu B (katra poda tris dzinumi, viena trauka viens pods), noradito podu un
trauku izmériem vajadzétu pietikt. Visos gadijumos minimalajam virs¢ja tidens dzilumam jabit 12 cm virs
nosédumu virskartas un ir jaregistré nosédumu virsmas laukuma/tilpuma attieciba pret Gdens virsmas
laukumu/tilpumu.

Testa organisms

18. Saja testéSanas metodé aprakstitas visparigas pieejas var izmantot, lai testétu dazadas fidensaugu sugas. Tomér
$aja testeSanas metodé aprakstitie nosacjumi ir pielagoti varpainas daudzlapes Myriophyllum spicatum
testéSanai. ST suga pieder divdigllapju dzimtai Haloragaceae.

19. Myriophyllum spicatum (varpaina daudzlape) ir zem tdens augo$a, saknota suga, kas pacie§ plasa diapazona
apstaklus un ir sastopama gan statiskas, gan tekosas tdenstilpnés. M. spicatum ir daudzgadigs augs, kas ziema
lidz sakném iet boja. Augi parasti zied un brivi izplata séklas, lai gan jaunas kolonijas galvenokart vairojas
vegetativi ar zakles aizmetniem vai stublaju fragmentiem, kas atdalas dabiski vai péc mehaniskas iejauksanas.

Testa organisma kultivésana

20. Augus var iegit no dabigam populicijam vai no tdensaugu piegadatajiem. Abos gadijumos augu avots
jadokumenté un japarbauda sugu identitate. Liela uzmaniba japievérs tam, lai nodrosinatu, ka, vacot
Myriophyllum spicatum no lauka, tiek iegiitas pareizas sugas, jo Ipasi regionos, kur augi var sakrustoties ar citam
Myriophyllum sugam. Saubu gadijuma ieteicams izmantot verificétas laboratoriju kultiiras no zinamiem
avotiem. Saja testa nedrikst lietot augus, kas bijusi paklauti jebkadai kimiskai kontaminacijai vai ir savakti no
vietam, par kuram zinams, ka tas ir kontaminétas.

21. Regionos, kur M. spicatum ziemas méneSos nav viegli pieejama, var bit nepiecie$ams izejkultiiras ilgstosi
uzturét siltumnicas vai laboratorijas apstaklos. Izejkultiiras jauztur testa nosacijumiem lidzigos apstaklos, lai
gan starojumu un temperatiru var samazinat, lai samazinatu kultiiras uzturéSanas bieZumu (pieméram, ja
Myriophyllum testi uz laiku netiek planoti). leteicams izmantot lielakus akvarijus un augu podus neka testos, lai
tiem biitu telpa izplatities. Sedimentu un Gdens—barotnes sastavam jabut tadam pasam ka testos izmanto-
jamiem, kaut gan sedimentu meslo§anai var izmantot alternativas metodes (pieméram, izmantot lénas
iedarbibas komercialu méslojuma preparatus).



L 112/388 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 28.4.2017.

22. Izejaugiem jabut bez redzamas kontaminacijas, ko radijusi citi organismi, tostarp gliemezi, Skiedrveida alges,
sénites un insekti, pieméram, koZu olas vai kapuri Paraponyx stratiotata un smecernieku dzimtas kapuri vai
pieaugusie insekti Eubrychius velutus. Augu materials var but jaskalo salddent, lai likvidétu redzamu kontami-
naciju. Turklat japalas samazinat viensinu algu un baktériju kontaminacijas attistiSanas, kaut gan augu
materialam nav jabat pilnigi sterilam. Izejkultiiras jauzrauga un, cik vajadzigs, japarstada, lai novérstu algu un
baktériju kontaminacijas attistibu. Ja kontaminacija ar algém vai baktérijam klast problematiska, var bt
lietderigi izejkultiiras aerét.

23. Visos gadijumos, pirms augus izmantot testa, tos pietickami ilgu laiku (t. i, > 2 nedélas) audzé[aklimatizé
apstaklos, kas ir lidzigi, bet ne obligati identiski tiem, ko izmanto testa.

24. Testa nedrikst izmantot ziedoSas izejkultiiras, jo vegetativas augSanas temps ziedé$anas laika un péc tas parasti
samazinas.

Sedimenti

25. Saja testa ir ieteicams izmantot sedimentus, kas pagatavoti uz tadu maksligo sedimentu bazes, kas izmantoti 53
pielikuma C.28. nodala (8). Sedimentus sagatavo, ka aprakstits TM C.28., iznemot baribas vielu pievienosanu,
kas aprakstita turpmak:

a) 4-5 % kidras (saussvars péc 2 = 0,5 % organiska oglekla) ar pH, kas iesp&ami tuvaks 5,5 lidz 6,0; ir
svarigi izmantot smalki samaltu pulverveida kiidru (vélams, dalinu lielums < 1 mm) un tikai gaisa kaltetu.

b) 20 % (saussvars) kaolina mali (kaolinita saturs vélams virs 30 %).

¢) 75-76 % (saussvars) kvarca smiltis (smalkas smiltis parsvara ar vairak neka 50 % dalinu no 50 lidz 200
pm).

d) Pievieno Gdens $kiduma barotni, lai sedimentu gala partija saturétu 200 mg amonija hlorida un natrija
fosfata uz kilogramu sausu nosédumu un mitruma saturs galigaja maisjjuma batu 30-50 %.

e) Pievieno kimiski tiras kvalitates kalcija karbonatu (CaCO,), lai galiga sedimentu maisjjuma pH bitu
pielagots lidz 7,0 £ 0,5.

26. Kadras, kaolina mala un smilts avotam jabit zinamam un dokumentétam. Ja izcelsme nav zinama vai rada
zinamas bazas, attiecigie komponenti japarbauda, vai tajos nav kimiskas kontaminacijas (pieméram, smagie
metali, hlororganiskie savienojumi, fosfora savienojumi).

27. Pirms sedimentos riipigi iejauc Gidens un baribas vielu $kidumu, sedimentu sausds sastavdalas sajauc lidz
homogenitatei. Mitros sedimentus pagatavo vismaz divas dienas pirms lietoSanas, lai nodrosinatu, ka kiidra
viscaur izmirkst un lai péc barotnes uzlieSanas uz sedimentiem virspusé neuzpeldétu hidrofobas kadras
dalinas; pirms lieto§anas mitros sedimentus var glabat tumsa.

28. Testam sedimentus ievieto piemérota izmera tvertnés, pieméram, augu podos ar tadu diametru, lai tie ietilptu
stikla traukos (sedimentu virsmai jabat apméram 70 % vai vairak no trauka virsmas). Ja tvertnei apaksa ir
caurumi, gabals filtrpapira tvertnes apaksa palidzés sedimentus noturét tvertné. Podus piepilda ar sedimentiem
ta, lai sedimentu virsma biitu lidzena, péc tam tos parklajot ar kartinu (~ 2-3 mm) inerta materiala, pieméram,
smiltim, smalku darzkopibas granti (vai sasmalcinatiem koralliem), lai sedimenti paliktu attiecigaja vieta.

Testa barotne

29. Myriophyllum spicatum audzéSanai un testéSanai ir ieteicama Smarta un Barko barotne (12). Sis barotnes
pagatavosana ir aprakstita 1. papildinajuma. Lai augi optimali augtu, testa sakuma barotnes pH (idens fazei)
jabiat no 7,5 lidz 8,0.



28.4.2017. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 112/389

Eksperimentalais plans

30. Testa jaieklauj vismaz sedi replikatu testa trauki neapstradatai kontrolei un vismaz Cetri replikatu testa trauki
katram no vismaz pieciem koncentracijas [imeniem.

31. Ja NOEC noteik$ana nav nepiecieSama, testa planu var mainit, palielinot koncentraciju skaitu un samazinot
vienas koncentracijas replikatu skaitu.

32. Katrs tests trauks ir replikats, kura ir tris dzinumi. Ir divas iespéjas, ka katra testa trauka audzét tris dzinumus:
— Plans A: viens dzinums katra poda un tris podi viena trauka.
— Plans B: tris dzinumi katra poda un viens pods viena trauka.

— Alternativs testa plans ar vienu dzinumu viena poda uz testa trauku ir pienemams, ja replikatus pielago
péc vajadzibas, lai panaktu atbilstibu paredzétajiem deriguma kritérijiem.

33. Atseviskus testa traukus randomizéti sadala pa apstrades grupam. Testa trauku atrafanas vietas testa zona
japlano randomizéti, lai samazinatu gaismas intensitates vai temperatiras telpisko atskiribu ietekmi.

Testéjamo kimikaliju koncentracijas un kontroles grupas

34. Koncentracijam parasti jabiit geometriska progresija; atstatuma koeficients starp testéjamajam koncentracijam
nedrikst parsniegt 3,2. Piemérotas testéjamas koncentracijas palidzés izraudzities diapazona noteiksanas testa
iegiitas ieprieks€jas zinaganas par testéjamas kimikalijas toksiskumu.

35. Nosakot EC, attiecigu ticamibas limeni var nodro$inat, ja test§jamas koncentracijas ir tadas, ka vértiba EC,
atrodas starp tam. Pieméram, ja aprékina EC;,, augstakajai test§jamajai koncentracijai japarsniedz vértiba ECj,,.
Ja vértiba EC,, neieklaujas testéjamo koncentraciju diapazona, saistitie ticamibas intervali bas lieli, un var
nebit iespgjams noveértét modela statistisko piemérotibu. Precizaku ticamibas intervalu attieciba uz EC, vértibu
biis iespgjams iegiit, izmantojot vairak testéjamo koncentraciju.

36. Lai noteiktu LOEC/NOEC (izvéles beigupunkts), zemakajai testéjamajai koncentracijai jabit pietiekami zemai,
lai augSana bitiski neatskirtos no kontrolaugu augSanas. Turklat augstakajai testgjamajai koncentracijai jabiit
pietickami augstai, lai augana biitu ievérojami zemaka neka kontrolé. Lielaka replikatu skaita izmanto$ana
uzlabos nenovérojamas ietekmes koncentracijas) ANOVA plana statistisko jaudu.

RobeZtests

37. Ja diapazona noteikSanas tests liecina, ka testé§jamai kimikalijai koncentracija lidz 100 mg/l, lidz tas skidibas
robezai testa barotng, vai — preparata gadijjuma — lidz izkliedéSanas robezai nav nelabvéligas ietekmes, ar
100 mg/l, ar skidibas robezai lidzvertigu koncentraciju vai ar 1 000 mgfkg sausu sedimentu var veikt
robeztestu, lai biitu vieglak salidzinat kontroles grupas un vienas apstrades grupas atbildreakciju. Saja testa ir
jaievéro devas—atbildreakcijas standarttesta visparigie principi, iznemot to, ka minimalo replikatu skaitu ieteikts
palielinat lidz se$iem testa traukiem uz kontroli un koncentraciju. Auganu kontroles un apstrades grupa var
analizét, izmantojot statistisku testu, kura salidzina vidgjos raditajus, pieméram, Stjidenta t testu.

Testa skidumi

38. Testa $kidumus parasti gatavo, atskaidot izejskidumu, kas pagatavots, iz8kidinot vai izkliedgjot test&jamo
kimikaliju Smarta un Barko barotné, izmantojot demineralizétu (t. i, destilétu vai dejonizétu) Gdeni (sk.
1. papildinajumu).
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39. Augstaka test€jamajai koncentricija parasti nedrikst parsniegt testéjamas kimikalijas $kidibu tdeni wvai,
preparatu gadijuma, izkliedgjamibu testa apstaklos.

40. Attieciba uz testgjamam kimikalijam, kas slikti $kist ddeni, var bit nepiecieSams sagatavot koncentrétu
izejSkidumu vai dispersiju, izmantojot organisko $kidinataju vai izkliedétajvielu, lai atvieglotu precizu
test§jamas kimikalijas daudzumu pievienoSanu testa barotnei un veicinatu tas dispersiju un iz§kianu. Jadara
viss iespgjamais, lai $adi skidinataji vai izkliedétajvielas nebatu jaizmanto. Papildu $kidinataju vai izkliedé-
tajvielu izmantosana nedrikst radit fitotoksiskumu. Pieméram, parasti izmanto 3$kidinatajus, kas neizraisa
fitotoksiskumu koncentracijas lidz 100 pl/l, tostarp acetonu un dimetilformamidu. Ja izmanto $kidinataju vai
izkliedétajvielu, tas gala koncentricija jaatspogulo zinojuma un jasaglaba minimala (< 100 plfl).. Sados

tracija. Testa plana ieklauj ar neapstradatus kontroles replikatus, kas nesatur $kidinataju vai izkliedétajvielu.
Papildu noradijjumi par izkliedétajvielu izmantosanu doti ESAO Noradijjumu dokumenta (11).

TESTA PROCEDURA

41. Testa procediira atSkiras atkariba no testéjamas kimikalijas ievadiSanas cela (t. i., Gdens vai sedimentu fazg). Lai
informéti izvélétos testd izmantoto ekspozicijas rezimu (t. i, statisku sistému vai statiskas atjaunosanas
sistému, piesatinata Gdens sistému vai piesatinatu sedimentu sistému), janem vérd testéjamas kimikalijas
iespéjama izturé$anas tidens—sedimentu sistéma. Piesatinatu sedimentu tests ir vélamaks dazam kimikalijam,
attieciba uz kuram paredzams, ka liela dala sadalijuma parvietosies uz sedimentiem.

Iejusanas faze

42. Kultdraugiem nogrieZ veseligas dzinumu galotnes/galus, proti, bez sanu dzinumiem, raugoties, lai dzinumu
garums biitu 6 cm (* 1 cm). Testa planam A (viens dzinums uz podu un tris podi uz vienu trauku) katra poda
pa vienam iestada atseviskus dzinumu galus. Testa planam B (tris dzinumi uz podu un viens pods uz vienu
trauku) Cetras lidz piecas dzinumu galotnes stada katra poda ar sedimentiem.

43. Abos gadijumos materials jastada papildu podos, lai testa sakuma varétu atlasit vienadus augus, ka ari
nodrosinat rezerves augus, ko izmantot saknu augSanas parbaudei tiesi pirms apstrades, un rezerves augus, ko
ievakt dzinumu biomasas un garuma mérjjumiem 0. diena.

44. Dzinumus ievieto ta, ka aptuveni tris cm, kas aptver vismaz divus mezglus, ir zem sedimentu virsmas.

45. Podus péc tam novieto testa traukos, kuros ir tadi pasi vides apstakli ka ekspozicijas faze, un septinas dienas
tur Smarta un Barko barotné, lai ierosinatu saknu attistibu.

46. Péc $a laika vairaki augi rezerves podos jaiznem saknu augSanas parbaudei. Ja saknu augana nav redzama
(t. i., nav redzami saknu gali), iejusanas faze japagarina, lidz saknu augsana ir redzama. Sis solis ir ieteicams, lai
nodro$inatu, ka augi testa sakuma aktivi aug.

Viendabiga augu materiala atlase

47. Podus, kas izraudziti t3, lai biitu vienadi, testa planam A (viens dzinums uz podu un tris podi uz vienu trauku)
izraugas pirms testa sikSanas. Testa planam B (trfs dzinumi uz podu un viens pods uz vienu trauku)
parpalikuSos augus nonem, atstajot tris augus, kas ir vienada lieluma un izskata.
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Ekspozicija, izmantojot {idens fazi

48. Podus, kas izraudziti ta, lai batu vienadi, ievieto testa traukos, ka paredzéts eksperimenta plana. Tad testa
traukos pievieno Smarta un Barko barotni. Sedimentiem japaliek neuzjauktiem. Sim nolikam barotni var
pievienot caur piltuvi vai, kamér barotni ielej testa traukos, sedimentus parklat ar plastmasas disku, disku talit
péc tam noteikti nonemot. Vai ari augu podus var ievietot testa traukos péc barotnes pievienoSanas. Ja
vajadzigs, lai mazinatu iesp&jamo algu un baktériju uzkrasanos, abos gadijumos ekspozicijas fazes sakuma var
izmantot svaigu barotni vai atlaut, ka visiem replikatiem izmanto atseviskas sagatavotas testa $kiduma partijas.

49. Dzinumu garumu virs sedimentiem méra vai nu pirms, vai péc barotnes pievienoSanas.

50. Attiecigus test€jamas kimikalijas daudzumus var pievienot testa barotnei, pirms to pievieno testa traukiem. Vai
arT test€jamo kimikaliju var pievienot barotnei péc tam, kad to pievieno testa traukiem. Saja gadijuma raugas,
ka testéjama kimikalija ir vienmérigi sadalita visa testa sistéma, neuzjaucot sedimentus.

51. Visos gadijumos testa sakuma jaregistré testa barotnes izskats (pieméram, skaidra, dulkaina u. c.).

Ekspozicija ar sedimentiem

52. Piesatinatus nosédumus no izvélétas koncentracijas sagatavo, testgjamas kimikalijas $kidumu pievienojot tiesi
svaigiem sedimentiem. Dejonizéta ident izskidinatu testéjamas kimikalijas izej$kidumu ar sedimentu preparatu
sajauc ar velméSanu, baribas mikseri vai ar roku. Ja testéjama kimikalija slikti $kist tideni, to var izskidinat
piemérota organiska $kidinataja (piemeéram, heksans, acetons vai hloroforms), raugoties, lai ta tilpums bitu
iespgjami mazs. Péc tam S$o $kidumu sajauc ar ca. 10 g smalku kvarca smil§u uz vienu testa trauku.
Skidinatajam lauj iztvaikot, un péc tam smiltis sajauc ar piemérotu daudzumu sedimentu uz testa varglazi.
Testgjamo kimikaliju izskidinat, izkliedét vai emulgét drikst tikai ar viegli iztvaikojoSiem agentiem. Japatur
prata, ka galigaja sedimentu sagatavo$ana janem véra ar test€jamo kimikaliju piesatinato smilsu tilpums/svars
(t. i, sedimenti tadé] japagatavo ar mazaku smilsu daudzumu). Jaraugas, lai sedimentiem pievienota testéjama
kimikalija sedimentos bitu sadalita ripigi un vienmerigi.

53. Piesatinatus sedimentus iepilda podos (ka aprakstits ieprieks). Augus, kas izveléti ta, lai tie blitu vienadi un
tiem batu pietiekama saknu sistéma, no iejusanas fazé izmantotajiem podiem iznem un, ka ieprieks aprakstits,
parstada piesatinatajos sedimentos.

54. Podus ievieto testa traukos, ka paredzéts eksperimentalaja plana. Tad uzmanigi pievieno Smarta un Barko
barotni (pieméram, izmantojot piltuvi), raugoties, lai sedimenti netiktu uzjaukti. Dzinumu garumu virs
sedimentiem méra vai nu pirms, vai péc barotnes pievienosanas.

Udens limenu uzturésana testa laika

55. Jaregistré galigais Gidens tilpums un jaatzimé tdens limenis katra testa trauka. Ja tdens testa laika iztvaiko par
vairak neka 10 %, ta limenis jaatjauno ar destilétu ddeni. Ja nepiecieSams, mérglazes var brivi parklat ar
caurspidigu vaku, pieméram, caurspidigas plastmasas vaciniem, lai samazinatu iztvaikosanu un kontaminaciju
ar algu sporam.

Testa nosacijumi

56. Izmanto silti unfvai vési baltu dienasgaismas apgaismojumu, lai nodro$inatu gaismas starojumu diapazona
apmeéram 140 (+ 20) pE'm? s, to mérot ka fotosintézes aktivo starojumu (400-700 nm) pie Gdens virsmas
un izmantojot gaismas—tumsas attiecibu 16:8 h. Jebkadas novirzes no izraudzitas apgaismojuma intensitates
testa zona nedrikst parsniegt £ 15 %.
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57. Temperatiira testa traukos ir 20 + 2°C.

58. Testa laika kontroles barotnes pH nedrikst paaugstinaties vairak ka par 1,5 vienibam. Tomér, ja var pieradit, ka
ir izpilditi iepriek§ noraditie deriguma kritériji, tests joprojam bis derigs arl ar novirzém, kas parsniedz
1,5 vienibas.

Testa ilgums

59. Ekspozicijas periods ir 14 dienas.

Mérijumi un analitiska noteikSana
60. Péc iejusanas fazes un tie$i pirms apstrades (t. i., 0. diena) no pieciem randomizéti izraudzitiem podiem (plana

ar trim augiem uz podu) vai 15 podiem (plana ar vienu augu uz podu) turpmak aprakstitajai dzinumu garuma
un svaigsvara un saussvara novertésanai ievac rezerves augus.

61. Augiem ekspozicijas fazg, ka paradits 1. tabula, noveérté $adus parametrus.

— Pamatdzinumu garuma, sanu dzinumu skaita un sanu dzinumu garuma novértgjumus registré vismaz
ekspozicijas perioda beigas (pieméram, 14. diena).

— Vizualos novértgjumus par augu veselibu registré vismaz tris reizes ekspozicijas perioda laika (pieméram,
0., 7. un 14. diena).

— Dzinumu svaigsvara un saussvara noveértéjumus veic testa beigas (t. i, 14. diena).

62. Dzinumu garumu nosaka ar mérlinealu. Ja ir attistjjusies sanu dzinumi, jameéra ari to skaits un garums.

63. Augu veselibas vizualos novert§umus veic, registréjot augu izskatu un testa barotnes vispargjo stavokli.
Jaatzimeé ari $adi novérojumi.

— Nekroze, hloroze vai citas krasu izmainas, pieméram, parmeérigs apsartums salidzindjuma ar kontro-
laugiem.

— Radusies kontaminacija ar baktérijam vai a]gem.

— Augsanas anomalijas, pieméram, aug$anas aizture, mainits internodalais garums, deformeti dzinumilapas,
sanu dzinumu savairoanas, lapu zaudgjums, $iinas iek$€ja spiediena (turgora) zudums un stublaju sadrum-
stalotiba.

— Saknu veselibu vizuali novérté testa beigas, no sakném riipigi nomazgajot sedimentus, lai varétu izdarit
saknu sistémas novérojumus. lerosinata skala augu novértésanai salidzinagjuma ar kontrolaugiem:

1) nav saknu;

2) saknu ir maz;

3) meérena saknu attistiba;

4) loti laba saknu attistiba, lidziga kontrolaugiem.

64. Testa sakuma un beigas noverté svaigsvaru, nogriezot dzinumus sedimentu limeni un pirms svér§anas
nosusinot sausus. Jaraugas, lai nonemtu sedimentu dalinas, kas var pielipt pie dzinuma pamatnes. Dzinumu
materialu péc tam ievietoto kaltéSanas krasni ca. 60 °C temperatiira un kalté lidz konstantai masai, péc tam
atkartoti nosver un registré saussvaru.

65. Kopsavilkums par minimalajiem biologiskajiem noveért§umiem, kas jaizdara visa testa laikd, ir sniegts
1. tabula.
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66.

67.

68.

69.

70.

71.

1. tabula

Novertéjuma plans

Diena péc ap-

Myriophyllum spicatum

Dzinumu svaigsvars un

s(tgii%s Dzinumu garums, sanu Dzinumu vizualais novérté- saussvars pH
dzinumu garums un skaits jums Saknu vizualais novérté- 0,

jums
0 A A A A
4 — — — —
7 — A — A
14 A A A A

A: liecina, ka Sajos gadijumos ir vajadzigi noveért&jumi.
—: liecina, ka mérjjumi nav vajadzigi.

Merijumu biezums un analitiska noteikSana

Vismaz reizi diena (vai nepartraukti, izmantojot datu registrétaju), jaregistré barotnes temperatiira rezerves
trauka, ko tur tados pasos apstaklos ka audzésanas kamera, inkubatora vai telpa.

Testa sakuma, vismaz reizi pétijuma laika un pétjjuma beigas visiem replikatu traukiem japarbauda testa
barotnes pH un izskidusa skabekla koncentracija. Visos gadijumos mérijumi javeic viena un taja pasa diennakts
laika. Ja visus replikatus katrai testjamajai koncentracijai sagatavo ar vienu lielu $kiduma apjomu, ir
pienemami 0. diena mérjjumus katram lielapjoma $kidumam izdarit vienu reizi.

AudzéSanas kamera, inkubatora vai telpa punktos, kas ekvivalenti tidens virsmas limenim, jameéra starojums.
Mérjjumi testa sakuma vai testa laika jaizdara vismaz vienu reizi. Izmérito veértibu ietekmes gaismas
noteik§anas un meériSanas metode, jo Ipasi sensora veids. Sfériski sensori (kas reagé uz gaismu no visiem
lenkiem virs un zem mériSanas plaknes) un kosinusa formas sensori (kas reagé uz gaismu no visiem lenkiem
virs mérianas plaknes) ir vélamaki par vienvirziena sensoriem, un tie dos precizakus Seit aprakstito
daudzlenku gaismas avotu nolasjjumus.

Testgjamas kimikalijas analitiskie mérjjumi

Ar testgjamas kimikalijas koncentraciju analitiskajiem mérfjjumiem japamato, ka testéjama kimikalija ievadita

pareizi.

Udens paraugi testéjamas kimikalijas analizei jaievac neilgi péc testa sikuma (t. i., diena, kad ievaditas stabilas
testgjamas kimikalijas, vai vienu stundu péc nestabilu kimikaliju ievadiSanas) un visam test&jamajam koncen-
tracijam testa beigas.

Vismaz augstakajai test€jamajai koncentracijai testa sakuma un beigas janosaka koncentracija sedimentos un
sedimentu poru tden, ja vien nav zinams, ka test§jamas kimikalijas idenT ir stabilas (> 80 % no nominala).
Meérijumi sedimentos un poru GidenI varétu nebiit nepiecieSami, ja testéjamo kimikaliju sadaliSanas pa adeni un
sedimentiem ir precizi noskaidrota salidzinimos apstaklos (pieméram, attieciba uz sedimentu un adens
attiecibu, ievadisanas metodi, sedimentu veidu) veikta idens/sedimentu pétijuma.
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72. Sedimentu paraugu nemsana testa sakuma var izjaukt testa sistému. Tapéc var bat vajadzigi papildu apstradati
testa trauki, lai atvieglotu analitisko noteik3anu, testu sakot un beidzot. Tapat, ja tiek uzskatits, ka nepiecie$ami
starpposma novertgjumi, t. i, 7. diend, un analizém vajadzigi lieli sedimentu paraugi, ko nevar viegli panemt
testa sistéma, analitiska noteikSana javeic, izmantojot papildu testa traukus, kas ir apstradati tada pasa veida ka
tie, kas izmantoti biologiskajiem noveértgjumiem.

73. Lai izoletu intersticialo Gideni, ieteicama centrifugéSana, pieméram, 10 000 g un 4 °C 30 mindtes. Tomér, ja ir
pieradits, ka testgjama kimikalija uz filtriem neabsorbgjas, var bat pienemama ari filtré$ana. Dazos gadijjumos,
ja paraugs ir parak mazs, koncentraciju poru tideni analizét var nebit iespgjams.

74. Pusstatiskos testos (t. i., ekspozicija caur Gdens fazi), kuros nav paredzams, ka testéjamas(-o) kimikalijas(u)
koncentracija, testa $kidumus neatjaunojot, saglabasies 20 % robezas no nominalas koncentracijas, katra
atjaunoSanas reizé testéjamas kimikalijas koncentracijas jaanalizé, nemot paraugus no izlietotajiem, ka arf no
svaigi pagatavotajiem testa $kidumiem.

75. Ja izmérita sakotngja test€jamas kimikalijas koncentracija nav 20 % robezas no nominalas, bet ja var
nodrosinat pietiekamus pieradjjumus, ka sakotnéjas koncentracijas ir atkartojamas un stabilas (t. i., 80-120 %
robezas no sakotnéjas koncentracijas), kimisko noteikSanu var veikt tikai attieciba uz augstako un zemako
testéjamo koncentraciju.

76. Visos gadijumos testéjamas kimikalijas koncentracijas noteikSana attieciba uz katru testéjamo koncentraciju
javeic tikai viena replikatu trauka. Katrai koncentracijai analizu noltka var ar apvienot visu replikatu testa
skidumus.

77. Ja ir pieradjjumi, ka test§jamas kimikalijas koncentracija visa testa laika ir saglabajusies 20 % robezas no
nominalas vai izméritas sakotngjas koncentracijas, rezultatu analizi un turpmaku beigupunktu atvasinasanu var
balstit uz nominalajam vai izmeéritajam sakotnéjam vértibam.

78. Sajos gadijumos ietekmi izraisosas koncentracijas iegiist, balstoties uz nominalajam vai testa sikuma
izméritajam tdens koncentracijam.

79. Tomér, ja ir pieradijumi, ka visa testa laika koncentracija ir samazinajusies (t. i, apstradataja nodalfjuma
nesaglabajas 20 % robezas no nominalas vai izméritas sakotnéjas koncentracijas), rezultatu analizei jabalstas uz
geometrisko vidéjo koncentraciju iedarbibas laika vai uz modeliem, kas apraksta testéjamas kimikalijas koncen-
tracijas samazina$anos $aja apstradataja nodalijuma (11).

DATU NOVERTESANA

80. Ja jaizmanto 3kidinataji/izkliedétajvielas, statistiskajai analizei datus par $kidinataja kontrolém un neapstra-

datajam kontrolém var apvienot ar nosacijumu, ka $kidinataja atbildreakcija un neapstradatas kontroles
atbildreakcija statistiski nozimigi neatskiras.

Atkarigie mainigie

81. Testa mérkis ir noteikt testéjamas kimikalijas ietekmi uz testa augu vegetativo augSanu, izmantojot divus
atkarigos mainigos: vidéjo Ipatnéjo augsanas raditaju un pieaugumu.
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Videjais ipatngjais augSanas raditajs

82. Sis atkarigais mainigais ir balstits uz visa laika gaita novérotam kopgja dzinumu garuma, kopé&ja dzinumu
svaigsvara un kopéja dzinumu saussvara logaritmu parmainam kontrolé un katra apstrades grupa. So mainigo
aprékina katram katras kontroles un apstrades grupas replikatam. Trim augiem uz katru testéSanas trauku
(replikats) vidéjo garumu un svaru un péc tam augSanas raditaju katram replikatam aprékina, izmantojot $adu
formulu:

In (N)) - In (N)

Pi-j = ¢

kur:

. vidgjais Tpatnéjais augSanas raditajs no laikpunkta i lidz j
N; mérjjuma mainigais testa vai kontroles trauka laikpunkta i
N: mérjjuma mainigais testa vai kontroles trauka laikpunkta j

t:  laiks no i lidz j

83. No replikatu atbildreakcijam jaaprekina augSanas raditaja vidéja vertiba kopa ar dispersijas aplésem attieciba uz
katru apstrades un kontroles grupu.

“:9

84. Vidgjais Ipatnéjais augsanas raditajs jaaprékina visam testa periodam (laikpunkts “i” iepriek§ minétaja formula
ir testa sakums un laikpunkts “” ir testa beigas). Katrai test§jamajai koncentracijai un kontrolei aprékina vidgja
ipatnéja augsanas raditaja vidgjo vertibu, ka ari dispersiju.

85. Augsanas raditaja procentualo inhibéanos (I) katrai testgjamajai koncentracijai (apstrades grupai) var aprékinat
saskana ar sadu formulu:

o, = B 100

|26

kur:
% Ir: vidéja ipatnéja augSanas raditaja procentuala inhibésanas
pC:  vidgja vertiba p kontrolé

pT:  vidgja vertiba p apstrades grupa

Pieaugums
86. Sis atkarigais mainigais ir balstits uz visa laika gaita novérotam kopéja dzinumu garuma, kopgja dzinumu

svaigsvara un kopgja dzinumu saussvara parmainam kontrolé un katra apstrades grupa. Vidéjo procentualo
pieauguma inhib&anos ( % 1) katrai apstrades grupai var aprékinat sadi:

o, — ez
C

% 1:  pieauguma procentualais samazinajums
b beigu biomasa minus sakotnéja biomasa kontroles grupai

b;:  beigu biomasa minus sakotnéja biomasa apstrades grupai
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Koncentracijas-atbildreakcijas liknes zimeSana

87. Jazime koncentracijas—atbildreakcijas liknes, kas atspogulo atkariga mainiga vid&jo procentualo inhibéSanos (I,
vai [} un ko aprékina, ka paradits ieprieks, un grafiski attélo testéjamas kimikalijas logaritmizétu koncentraciju.

ECx aplése

88. EC, apléses (pieméram, EC,,) jabalsta gan uz vid&jo ipatnéjo augsanas raditaju (E,C)), gan pieaugumu (E,C), no
kuriem katrs savukart jabalsta uz dzinumu kopgjo svaigsvaru, dzinumu kopgjo saussvaru un dzinumu kopéjo
garumu.

89. Jaatzimg, ka EC, vértibas, kas aprékinatas, izmantojot $os divus atkarigos mainigos, nav salidzinamas, un §
starpiba tiek atzita, izmantojot testa rezultatus. Ja tiek ieveroti $is testéSanas metodes testa nosacijumi, lielakaja
dala gadjjumu (sakara ar attiecigo pieeju matematisko pamatojumu) uz vidéjo ipatnéjo augsanas raditaju (E,C)
balstitas EC, vértibas biis lielakas par rezultatiem, kas balstiti uz pieaugumu (E,C). So starpibu nedrikst
interpretét ka abu atkarigo mainigo jutibas starpibu, jo §is vértibas vienkarsi ir matematiski atskirigas.

Statistiskas procediiras

90. Merkis ir regresijas analize iegtit koncentracijas—atbildreakcijas kvantitativu sakaribu. lesp&jams izmantot svérto
linearo regresiju péc tam, kad veikta atbildreakcijas datu lineariz&josa transformacija, pieméram, probita, logita
vai Veibula vienibas (13), bet prieksroka tiek dota nelinearas regresijas procediiru metodém, ar kuram labak
risinat neizbégamas datu neatbilstibas un novirzes no lidzsvarota sadalijuma. Tuvu pie nulles vai pilnigas
inhibé3anas $adas neatbilstibas var pastiprinat ari transformacija, kas traucé analizi (13). Jaatzimé, ka standarta
analizes metodes, kurds izmantoti probita, logita vai Veibula transformacijas modeli, ir paredzétas tam, lai
apstradatu binarus datus (pieméram, mirstiba vai izdzivotiba), un augsanas raditaja vai pieauguma datiem tas
bitu japielago. Ipasas procediiras EC, veértibu noteik3anai, kura izmanto nepartrauktus datus, sk. (14), (15),
(16) (17).

91. Katram analiz&jamajam atkarigajam mainigajam, izmantojot koncentracijas—atbildreakcijas sakaribu, aplés EC,
vértibu punktus. Katrai aplései nosaka 95 % ticamibas robeZzu, un vai nu grafiski vai statistiski novérté
atbildreakcijas datu atbilstibu regresijas modelim. Regresijas analize javeic, izmantojot atsevisko replikatu
atbildreakcijas, nevis apstrades grupas vidgjos raditajus.

92. EC,, apléses un ticamibas robeZu var iegiit ari, izmantojot linearo interpolaciju ar paskorelacijas (bootstrapping)
metodi (18), ja datiem nav pieméroti pieejamie regresijas modeli/metodes.

93. LOEC un lidz ar to NOEC novértésanai ir jasalidzina apstrades vidgjie raditaji, izmantojot dispersijas analizes
(ANOVA) metodes. Tad katras koncentracijas vidgjo lielumu salidzina ar kontroles vidgjo lielumu, izmantojot
piemérotu testéSanas metodi (pieméram, Daneta vai Viljamsa testi) (19), (20), (21), (22). Ir nepiecieSams
izvertét, vai attieciba uz dispersiju spéka ir ANOVA pienémums par normalu sadalijumu (ND) un dispersijas
viendabigumu (VH). Sis novértgjums javeic ar Sapiro-Vilksa testu (ND) vai Lévena testu (VH). Neatbilstibu
pienémumam par ND un dispersijas viendabigumu dazkart var korigét ar datu logaritmisko transformaciju. Ja
dispersijas neviendabigums un/vai novirze no ND ir loti izteikts un to nevar korigét ar transformaciju,
jaapsver, vai analizi neveikt ar tadam metodém ka Bonferoni-Velca t-tests, descendents DZonkhira-Terpstra
tests un Bonferoni-medianas tests. Papildu noradijumus par NOEC noteik$anu var atrast (16).

ZINOSANA

94. TestéSanas parskata norada $adu informaciju:
Testejama kimikalija
Vienkomponenta viela:

— fiziskais izskats, $kidiba Gdeni un papildu attiecigas fizikalkimiskas Ipasibas;
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— kimiska identifikacija, pieméram, IUPAC vai CAS nosaukums, CAS numurs, SMILES vai InChl kods,
struktiirformula, tiriba, piemaisjjumu kimiska identitate attiecigaja gadjjuma un, ja praktiski iespgjams, u. c.

Vairakkomponentu viela, UVCB un maisijumi:

— tiek iesp&jami izsmelosi raksturoti péc to komponentu kimiskas identitates (sk. ieprieks), kvantitativas
sastopamibas un attiecigajam fizikalkimiskajam ipasibam.

Testa suga

— zinatniskais nosaukums un avots.

Testa nosacyjumi

— iejusanas fazes ilgums un apstakli;

— izmantota testa procediira (statiska, pusstatiska, pulsacijas);

— testa sakuma datums un ta ilgums;

— testa barotne, t. i., sedimenti un $kidra barotne ar baribas elementiem;

— eksperimentala plana apraksts: audzéSanas kamera/telpa vai laboratorija, testa trauki un parsegi, skidumu
tilpumi, testa augu garums un svars uz vienu testa trauku testa sakuma, sedimentu virsmas un Gdens
virsmas attieciba, sedimentu un tdens tilpuma attieciba;

— testéjamas koncentracijas (nominalas un izmeéritas, ka vajadzigs) un replikatu skaits uz koncentraciju;

— Izejskidumu un testa Skidumu sagatavo$anas metodes, tostarp jebkada skidinataja vai izkliedétajvielas
lietosana.

— temperatiira testa laika;

— gaismas avots, izstarojums (uE'-m?2 s);

— testa un kontroles barotnu pH vértibas, ka ari testa barotnu izskats testa sakuma un beigas;
— skabekla koncentracijas;

— analizes metode ar attiecigiem kvalitates novertésanas datiem (validacijas pétijumi, analizu standartnovirzes
un ticamibas robezZas);

— metodes mérfjumu mainigo, pieméram, garuma, saussvara, svaigsvara, noteikSanai;
— jebkadas novirzes no $is testéanas metodes.
Rezultati

— izejas dati: katram saskana ar 1. tabula sniegto novértéanas grafiku veiktam novérojumam un izdaritai
analizei — dzinumu garums un augu dzinumu/podu svars un citi mérjjumu mainigie;

— katra mérijjuma mainiga vidéjie raditaji un standartnovirzes.
— aug$anas liknes katrai koncentracijai;

— divkarsots laiksfaugSanas raditajs kontrolé, pamatojoties uz dzinumu garumu un svaigsvaru, tostarp
variaciju koeficientu attieciba uz svaigsvara pieaugumu;

— katram apstrades replikatam aprékinatie atkarigie mainigie, ar replikatu vidéjiem raditajiem un variacijas
koeficientu;

— Koncentracijasfietekmes sakaribas grafisks attélojums.
— apléses par toksiskajiem beigupunktiem attieciba uz atkarigajiem mainigajiem, pieméram, ECy,, un saistitie

ticamibas intervali. Ja aprékinatas, LOEC un/vai NOEC un statistikas metodes, kas izmantotas to
noteikSanai;
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— ja izmantota ANOVA, tad nosakamais ietekmes apjoms (pieméram, vismazakas batiskas atskiribas);
— jebkada augSanas stimulésana, kas konstatéta jebkura apstrade;
— jebkadas fitotoksiskuma vizualas pazimes, ka ari testa skidumu novérojumi;

— rezultdtu apspriesana, tostarp jebkada ietekme uz testa rezultatiem, kas izriet no novirzém no $is testéSanas
metodes.
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1. papildinajums

SMARTA UN BARKO BAROTNES SASTAVS

Komponents Reagenta daudzums, kas pievienots idenim (*) (mg/l)
CaCl, - 2 H,0 91,7
MgSO, - 7 H,0 69,0
NaHCO, 58,4
KHCO, 15,4
pH (gaisa lidzsvars) 7,9

(*) demineralizéts (t. i., destiléts un dejonizéts) Gdens
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2. papildinajums

DEFINICIJAS

Biomasa ir populacijas dzivas matérijas svaigsvars un/vai saussvars. Saja testd biomasa ir pamatdzinumu, visu sanu
zaru un visu saknu summa.

Kimikalija ir viela vai maisijums.
Hloroze ir testa organisma, jo Ipasi mieturu, krasas maina no zalas uz dzeltgjosu.

ECx ir testa barotné izskidinatas testéjamas kimikalijas koncentracija, kas attiecigaja ekspozicijas perioda (ipasi
janorada, ja ir novirzes no pilna vai normala testa ilguma) rada Myriophyllum spicatum augSanas samazinajumu x %
(pieméram, 50 %). Lai neparprotami apzimétu no augSanas raditaja vai pieauguma izrietoSo vértibu EC, augSanas
raditdjam izmanto simbolu “E,C” un pieaugumam — “E ", kam seko izmantotais mérfjumu mainigais, pieméram,
“E.C” (pamatdzinumu garums).

Augsana ir mérfjjumu mainiga, pieméram, pamatdzinumu garuma, kopéja sanu zaru garuma, kopgja dzinumu
garuma, kopgja saknu garuma, svaigsvara, saussvara vai mieturu skaita palielinaSanas visa testa perioda.

Augganas raditajs (vidéjais patnéjais augsanas raditajs) ir mérjjumu mainiga logaritmisks pieaugums ekspozicijas
laika. Piezime. Ar augSanas raditaju saistitie atkarigie mainigie nav atkarigi no testa ilguma, ja vien neeksponétas
kontroles organismu augSanas modelis ir eksponencials.

Zemaka noveérojamas ietekmes koncentracija (LOEC) ir zemaka testéjamas kimikalijas koncentracija, kurai
noteikta ekspozicijas laika salidzinagjuma ar kontroli novérota statistiski batiska ietekme (p < 0,05). Tomér pie
visam test&jamajam koncentracijam, kas augstakas par LOEC, ir jabut kaitigai ietekmei, kura vienada ar vai lielaka
par ietekmi, kas novérota pie LOEC. Ja Sos divus nosacijjumus nevar izpildit, jasniedz pilns paskaidrojums par to, ka
LOEC (un lidz ar to ari NOEC) izraudzita.

Merijumu mainigie ir jebkada veida mainigie, kas tiek meériti, lai izteiktu testa beigupunktu, izmantojot vienu vai
vairakus atkarigos mainigos. Saja testé$anas metodé mérijjumu mainigie ir pamatdzinumu garums, kopgjais sinu
zaru garums, kopéjais dzinumu garums, kopéjais saknu garums, svaigsvars, saussvars un mieturu skaits.

Monokultiira ir kultiira ar vienu augu sugu.
Nekroze ir nedzivi (proti, balti vai tumsbriini) testa organisma audi.
Nenovérojamas ietekmes koncentracija (NOEC) ir testéjamas kimikalijas koncentracija, kas ir tilit zem LOEC.

Atkarigais mainigais ir toksiskuma raditajs, ko ar dazadu aprékina metoZu palidzibu ieglist no jebkura mérita
raditaja, kas apraksta biomasu. Sis testéSanas metodes atkarigie mainigie ir augSanas raditajs un pieaugums, kas
iegiiti no tadiem meérfjumu mainigajiem ka pamatdzinumu garums, dzinumu kopgjais garums, svaigsvars, saussvars
vai mieturu skaits.

Pusstatisks (atjaunosanas) tests ir tests, kura testa $kidumu noteiktos intervalos testa laika periodiski maina.
Statiskais tests ir testéSanas metode bez testa $kiduma atjaunosanas testa laika.
Testéjama kimikalija ir jebkura viela vai maisijums, ko testg, izmantojot $o testéSanas metodi.

Testa beigupunkts apraksta visparigo faktoru, kura mainiSana attieciba pret testéjamas kimikalijas kontroli ir testa
mérkis. Saja testéSanas metodé testa beigupunkts ir augSanas inhibéSanas, ko var izteikt ar dazadiem atkarigajiem
raditajiem, kuri balstas uz vienu vai vairakiem mérijjumu mainigajiem.
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Testa barotne ir pilna sintétiska augsanas barotne, uz kuras aug testa augi laika, kad tos eksponé testéjamai
kimikalijai. Testgjamo kimikaliju parasti iz§kidina testa barotné.

UVCB ir viela ar nezinamu vai mainigu sastavu, komplekss reakcijas produkts vai biologisks materials.

Pieaugums ir mérjjumu mainiga vértiba, kas izsaka starpibu starp biomasu ekspozicijas perioda beigas un
meérijjumu mainigo vértibu ekspozicijas perioda sakuma. Piezime. Ja neeksponétu organismu augSanas modelis ir
eksponencials, uz picaugumu balstiti atkarigie mainigie lidz ar testa ilgumu samazinasies.”
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