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Priedas — 2/2 dalis

B.71 ODOS JAUTRINIMO IN VITRO TYRIMAI, PER KURIUOS TIRIAMAS ODOS
JAUTRINIMO NEPALANKIOS BAIGTIES KELIO (AOP) PAGRINDINIS IVYKIS -
DENDRITINIU LASTELIU AKTYVINIMAS

BENDRASIS IVADAS

Pagrindiniu dendritiniy Igsteliy aktyvinimo jvykiu pagrijstas bandymo metodas

1.

Oda jautrinanti medziaga yra tokia medziaga, kuri susilietusi su oda sukelia alergine
reakcija, kaip apibrézta Jungtiniy Tauty visuotinai suderintoje cheminiy medziagy
klasifikavimo ir zenklinimo sistemoje (JT GHS) (1) ir Europos Sajungos (ES) reglamente
Nr. 1272/2008 dél cheminiy medziagy ir miSiniy klasifikavimo, Zenklinimo ir pakavimo
(CLP reglamentas)!. Dél pagrindiniy biologiniy reiskiniy, nuo kuriy priklauso odos
jautrinimas, yra visuotinai sutariama. Apibendrinus dabartines Zinias apie cheminius ir
biologinius mechanizmus, susijusius su odos jautrinimu, nustatytas nepalankios baigties
kelias (angl. Adverse Outcome Pathway, AOP) pagal Ekonominio bendradarbiavimo ir
plétros organizacijos (EBPO) AOP programa (2): nuo molekulinio inicijavimo jvykio per
tarpinius jvykius iki neigiamo poveikio, t. y. alerginio kontaktinio dermatito. Siuo atveju
molekulinio inicijavimo jvykis (t.y. pirmasis pagrindinis jvykis) yra kovalentinio rySio
atsiradimas tarp elektrofiliniy medziagy ir odos baltymy nukleofiliniy centry. Antrasis
pagrindinis S§io nepalankios baigties kelio jvykis vyksta keratinocituose ir apima
uzdegiminius atsakus, taip pat su specifiniais lasteliy signalizavimo keliais (tokiais kaip
nuo antioksidacinio ar elektrofilinio atsako elemento (ARE) priklausomi keliai) susijusios
geny ekspresijos pokyCius. Treciasis pagrindinis jvykis yra dendritiniy lasteliy
aktyvinimas, paprastai vertinamas pagal specifiniy lgsteliy pavirSiniy Zymeny, chemokiny
ir citokiny, ekspresija. Ketvirtasis pagrindinis jvykis yra T lasteliy aktyvinimas ir
proliferacija; tai netiesiogiai vertinama atliekant peliy vietiniy limfmazgiy tyrima
(LLNA) (3).

12008 m. gruodzio 16 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas (EB) Nr. 1272/2008 dél cheminiy medziagy ir
miSiniy klasifikavimo, Zenklinimo ir pakavimo, i§ dalies keiCiantis ir panaikinantis direktyvas 67/548/EEB bei
1999/45/EB ir i dalies keiciantis Reglamenta (EB) Nr. 1907/2006, OL L 353/1, 2008 12 31.
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2. Sis bandymy metodas atitinka EBPO bandymy gaires (TG) 442E (2017). Pagal jj aprasyti
tyrimai in vitro atliekami tiriant apibudintus mechanizmus, kurie biidingi odos jautrinimo
nepalankios baigties kelio pagrindiniam jvykiui — dendritiniy lasteliy aktyvinimui (2). Sj
bandymy metoda sudaro bandymai, naudotini siekiant pagristi odg jautrinanc¢iy medziagy
skyrima nuo nejautrinan¢iy medziagy pagal JT GHS ir CLP sistema.

Pagal $j bandymy metodg apraSyti bandymai yra:
- zmogaus lasteliy linijos aktyvinimo bandymas (h-CLAT);
- U937 lasteliy linijos aktyvinimo bandymas (U-SENS™);
- interleukino-8 reporterinio geno tyrimas (IL-8 Luc tyrimas).

3. 1381 bandymy metoda ir i atitinkamas EBPO bandymy gaires jtraukti bandymai gali skirtis
naudojama procediira, pagal kurig gaunami duomenys, ir iSmatuotais rodmenimis, bet juos
galima vienodai naudoti laikantis valstybiy reikalavimy pateikti bandymy rezultatus dél
odos jautrinimo nepalankios baigties kelio pagrindinio jvykio — dendritiniy Igsteliy
aktyvinimo ir pasinaudoti =~ EBPO savitarpiu duomeny pripazinimu (angl. Mutual
Acceptance of Data).

I §j pagrindiniu jvykiu pagrista bandymy metoda jtraukty bandymy aplinkybés ir principai

4. Odos jautrinimo vertinimas paprastai atliekamas naudojant bandomuosius gyviinus.
Klasikiniai metodai, pagal kuriuos naudojamos jiury kiaulytés, yra Magnusson’o ir
Kligman’o maksimizacijos bandymas su jiiry kiaulytémis (GMPT) ir Buehler’io bandymas
(TM B.6) (4): pagal juos vertinami odos jautrinimo indukcijos ir atsako sukélimo tarpsniai.
Atliekant bandymus su pelémis, t. y. LLNA (TM B.42) (3) ir du jo variantus nenaudojant
radioaktyviyjy = medziagy, LLNA: DA (TM B.50)(5) ir LLNA: BrdU-ELISA
(TM B.51) (6), visais atvejais vertinamas tik atsakas ] indukcijg ir jie taip pat yra
pripazinti, nes pranasesni uz bandymus su jury kiaulytémis gyviny gerovés atzvilgiu ir
juos atliekant objektyviai vertinamas odos jautrinimo indukcijos tarpsnis.

5. Neseniai patvirtinti in chemico ir in vitro mechanizmy tyrimais pagrjsti bandymy metodai,
pagal kuriuos tiriamas odos jautrinimo nepalankios baigties kelio pirmasis pagrindinis
ivykis (TM B.59; tiesioginio peptidy reaktyvumo tyrimas (7)) ir antrasis pagrindinis jvykis
(TM B.60; ARE-Nrf2 liuciferazés bandymo metodas (8)), padedantys vertinti potencialy
cheminiy medziagy odos jautrinimo pavojinguma.

6. Pagal §j bandymy metoda apraSytais bandymais arba kiekybiSkai nustatomas vieno arba
keliy lasteliy pavir§iniy Zymeny, siejamy su monocity ir dendritiniy lasteliy aktyvinimo
procesu po jautrinan¢iy medziagy poveikio (pvz., CD54, CD86), ekspresijos pokytis, arba
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IL-8 (citokino, siejamo su dendritiniy lasteliy aktyvinimu) ekspresijos pokyciai.
Pranesama, kad odg jautrinan¢ios medziagos suzadina lgsteliy membranos Zymeny, tokiy
kaip CD40, CD54, CD80, CD83 ir CD86, ekspresijg kartu su prouzdegiminiy citokiny,
tokiy kaip IL-1B ir TNF-a, ir keliy chemokiny, jskaitant IL-8 (CXCLS8) ir CCL3 (9) (10)
(11) (12), siejamy su dendritiniy lasteliy aktyvinimu , indukcija (2).

Taciau kadangi dendritiniy lasteliy aktyvinimas yra tik vienas i$ pagrindiniy odos
jautrinimo nepalankios baigties kelio (AOP) ivykiy (2) (13), informacijos, gautos vien
bandymais, per kuriuos matuojami dendritiniy lasteliy aktyvinimo zymenys, gali
nepakakti, kad buity galima daryti iSvada dél to, ar cheminés medziagos geba jautrinti oda,
ar ne. Todél siiiloma duomenimis, gautais atlikus Siame bandymy metodo apraSyme
aprasytus bandymus, papildomai pasinaudoti skiriant oda jautrinancias (t. y. JT GHS ar
CLP 1 kategorijos) medZiagas nuo nejautrinan¢iy medZiagy, naudojant juos pagal
integruotuosius bandymo ir vertinimo metodus (angl. Integrated Approaches to Testing
and Assessment, IATA) kartu su kita aktualia papildoma informacija, pvz., gauta i§ tyrimy
in vitro dél kity pagrindiniy odos jautrinimo AOP jvykiy, ir ne bandymy metodais,
iskaitant cheminiy analogy duomeny naudojimg (analogijos metodas) (13). Paskelbta
pavyzdziy, kaip $iais bandymais gauti duomenys naudojami pagal apibréztuosius metodus
(angl. Defined Approaches) — t.y. metodus, pagal kuriuos standartizuoti tiek konkretlis
naudojami informacijos Saltiniai, tiek procediira, pagal kurig, remiantis duomenimis,
daromos prognozes (13), ir jie gali biiti naudingi elementai IATA sistemoje.

Siame bandymy metodo apradyme aprasytais bandymais negalima atskirai remtis nei
priskiriant odg jautrinanc¢ias medZziagas 1A ir 1B subkategorijoms, apibréZztoms JT GHS
arba CLP sistemoje (kai institucijos naudoja Sias dvi neprivalomas subkategorijas), nei
prognozuojant medziagy jautrinimo geba, kai reikia priimti saugos vertinimo sprendimus.
Taciau, priklausomai nuo reglamentavimo sistemos, teigiami rezultatai, gauti S$iais
metodais, gali biti atskirai naudojami priskiriant cheming medZiaga prie JT GHS ar CLP
1 kategorijos medziagy.

Siame bandymy metodo apraS§yme vartojamas terminas ,.bandomoji cheminé¢ medZziaga*
reiskia tai, kas yra bandoma!, ir jo reik§mé néra susijusi su §iy bandymy tinkamumu

' 2013 m. birzelio mén. EBPO bendrame susitikime susitarta, kad, kai jmanoma, naujose ir atnaujintose
EBPO bandymy gairése terming ,,bandomoji cheminé medziaga“ reikéty nuosekliau vartoti tam, kas bandoma,
apibudinti.
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vienkomponentéms  cheminéms medziagoms, daugiakomponentéms cheminéms
medziagoms ir (arba) miSiniams bandyti. Kol kas turima nedaug informacijos apie $iy
bandymy tinkamumg daugiakomponentéms medziagoms ar miSiniams (14) (15); nepaisant
to, Sie bandymai yra techniskai tinkami daugiakomponentéms medziagoms ir miSiniams
bandyti. Vis délto, prie§ taikant §j bandymy metoda miSiniui siekiant gauti duomenis
numatomu reglamentavimo tikslu, reikéty apsvarstyti, ar juo galima gauti tam tikslui
tinkamus rezultatus (ir, jei taip, kodél tai yra jmanoma)’. Tokie svarstymai nereikalingi, kai
yra teisés aktais nustatytas reikalavimas atlikti miSinio bandymg. Be to, atliekant
daugiakomponenciy medziagy arba miSiniy bandyma reikéty atsizvelgti j tai, kad
citotoksiskos jy sudedamosios dalys gali paveikti stebimus atsakus.

I §j sakinj buvo pasitlyta jtraukti ir dél to susitarta 2014 m. balandzio mén. WNT darbo grupés susitikime.
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1 priedélis

ODOS JAUTRINIMAS IN VITRO. ZMOGAUS LASTELIU LINIJOS AKTYVINIMO
BANDYMAS (H-CLAT)

PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

1. Atliekant h-CLAT bandyma kiekybiskai nustatomi lgsteliy pavirSiniy zymeny, siejamy su
monocity ir dendritiniy lasteliy aktyvinimo procesu (t. y. CD86 ir CD54), ekspresijos
pokyciai zmogaus monocitinés leukemijos lasteliy linijjos THP-1 Iastelése, jas paveikus
jautrinanc¢iomis medziagomis (1) (2). ISmatuoti lasteliy pavirSiniy zymeny CD86 ir CD54
ekspresijos lygiai naudojami tam, kad padéty atskirti oda jautrinancias ir jos
nejautrinancias medziagas.

2. Bandymas h-CLAT jvertintas atlikus Europos Sgjungos bandymy su gyviinais alternatyvy
etaloninés laboratorijos (EURL ECVAM) koordinuojamg jo tinkamumo patvirtinimo
tyrimg ir paskesn¢ nepriklausomg ekspertize, kurig atliko EURL ECVAM mokslinis
patariamasis komitetas (ESAC). Atsizvelgus i visus turimus jrodymus ir j reguliavimo
institucijy  bei  suinteresuotyjy subjekty nuomones, bandymas h-CLAT buvo
EURL ECVAM rekomenduotas (3) naudoti kaip IATA dalis, kad padéty skirti oda
jautrinancias ir nejautrinan¢ias medziagas siekiant jas klasifikuoti pagal pavojingumag ir
atitinkamai Zenklinti. Bandymo h-CLAT duomeny naudojimo kartu su kita informacija
pavyzdziy pateikta literatiiroje (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11).

3. Irodyta, kad metoda h-CLAT galima pritaikyti laboratorijose, turinciose lasteliy kultiiry
auginimo metody naudojimo ir tékmés citometrinés analizés atlikimo patirties. Tikeétinas
prognoziy laboratorinio ir tarplaboratorinio atkuriamumo lygis atliekant §; bandyma yra
apie 80 % (3) (12). IS rezultaty, gauty atlikus tinkamumo patvirtinimo tyrimg (13) ir kitus
paskelbtus tyrimus (14), apskritai matyti, kad, palyginti su LLNA rezultatais, oda
jautrinanciy (t.y. JT GHS ar CLP 1 kategorijos) ir nejautrinan¢iy medziagy skyrimo
tikslumas yra 85 % (N = 142), esant 93 % (94/101) jautriui ir 66 % (27/41) specifiSkumui
(remiantis EURL ECVAM pakartotine analize (12), atsizvelgiant | visus esamus duomenis
ir neatsizvelgiant | neigiamus rezultatus cheminiy medziagy, kuriy Log Kow didesnis nei
3,5, kaip apraSyta 4 punkte), atveju. Klaidingai neigiamos prognozeés atliekant bandyma h-
CLAT yra labiau tikétinos ty cheminiy medziagy, kuriy odos jautrinimo geba yra maza
arba vidutiné (t. y. JT GHS ar CLP 1B subkategorijos medZiagy) atveju, negu ty cheminiy
medziagy, kuriy odos jautrinimo geba yra didel¢ (t.y. JTGHS ar CLP
1 A subkategorijos) (4) (13) (15). IS visos Sios informacijos yra aiSkus h-CLAT metodo
naudingumas padedant nustatyti odos jautrinimo pavojus. Vis délto Cia pateiktos tikslumo
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vertés, kai h-CLAT atlieckamas kaip atskiras bandymas, yra tik orientacinés, nes $io
bandymo duomenis IATA kontekste reikéty vertinti kartu su informacija is kity Saltiniy ir
atsizvelgti 1 bendrojo jvado 7 ir 8 punktuose pateiktas nuostatas. Be to, vertinant odos
jautrinimo bandymy ne su gyvinais metodus, reikéty turéti omenyje, kad LLNA bandymas
ir kiti bandymai su gyviinais gali nevisiskai tiksliai parodyti su Zmonémis susijusig padét].

Remiantis S$iuo metu turimais duomenimis, jsitikinta, kad h-CLAT metodas tinka
bandomosioms cheminéms medziagoms, kuriy organinés funkcinés grupés, reakcijos
mechanizmai, odos jautrinimo geba (kaip nustatyta atliekant in vivo tyrimus), fizikinés ir
cheminés savybés yra jvairts (3) (14) (15). Metodas h-CLAT tinka bandomosioms
cheminéms medziagoms, kurios yra tirpios arba sudaro stabilig dispersija (t. y. koloidus ar
suspensijas, i§ kuriy bandomoji cheminé medziaga neiSkrenta j nuosédas ir nesudaro su
tirpikliu ar neSikliu skirtingy faziy) tinkamame tirpiklyje ar neSiklyje (Zr. 14 punkta).
Klaidingai neigiamy rezultaty paprastai gaunama tada, kai bandomyjy cheminiy medziagy
Log Kow didesnis nei 3,5 (14), todél nereikeéty atsizvelgti | gautus neigiamus rezultatus, kai
bandomyjy cheminiy medziagy Log Kow yra didesnis nei 3,5. Taciau teigiami rezultatai,
gauti, kai bandomyjy cheminiy medziagy Log Kow yra didesnis nei 3,5, vis tiek galéty buti
naudojami tam, kad padéty nustatyti, kad bandomoji cheminé medziaga yra odg jautrinanti
medziaga. Be to, dél ribotos metabolinés gebos, biidingos naudojamai lgsteliy linijai (16),
ir del Sio bandymo salygy, tiriant prohaptenus (t. y. medziagas, kurias biitina aktyvinti
fermentais, pvz., P450 fermentais) ir prehaptenus (t. y. medziagas, kurios aktyvinamos
oksidacija), ypa¢ kai oksidacija vyksta létai, taip pat galima gauti neigiamus rezultatus
atliekant h-CLAT bandymga (15). Fluorescuojancios bandomosios cheminés medziagos gali
biiti vertinamos pagal metoda h-CLAT (17), taciau stipriai fluorescuojancios bandomosios
cheminés medziagos, kuriy skleidziamy bangy ilgis toks pat kaip fluoresceino
izotiocianato (FITC) ar propidiumo jodido (PI), interferuos atliekant t€kmés citometrija,
tod¢él nejmanoma jy tiksliai jvertinti naudojant FITC konjuguotus antikiinus ar PI. Tokiu
atveju gali biiti atitinkamai naudojami kiti fluorochromu Zymeéti antikiinai arba kiti
citotoksiSkumo Zymenys, jei galima jrodyti, kad juos naudojant gaunami panasis rezultatai
kaip ir naudojant FITC Zymeétus antikinus (Zr. 24 punktg) arba PI (Zr. 18 punkta), pvz.,
atlieckant 1.2 priedélyje nurodyty kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medZziagy
bandymus. Atsizvelgiant j tai, kas iSdéstyta, neigiami rezultatai turéty biti aiSkinami
atsizvelgiant | nustatytus apribojimus ir kartu remiantis kitais informacijos Saltiniais IATA
sistemoje. Tais atvejais, kai yra jrodymy, kad h-CLAT metodas netinkamas taikyti kity
konkreciy kategorijy bandomosioms cheminéms medziagoms, jo nereikéty taikyti ty
konkreciy kategorijy medziagoms.
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5. Kaip apraSyta pirmiau, h-CLAT metodas padeda skirti odg jautrinan¢ias medziagas nuo
nejautrinan¢iy medziagy; taciau jis taip pat gali padéti vertinti jautrinimo geba (4) (5) (9),
kai taikomas pagal integruotuosius metodus, tokius kaip IATA. Vis délto, siekiant
nustatyti, kaip h-CLAT rezultatais biity galima pagrjsti jautrinimo gebos vertinima, bitina
darbuotis toliau (geriausia remiantis duomenimis apie Zmones).

6. Terminy apibréztys pateiktos 1.1 priedélyje.

BANDYMO PRINCIPAS

7. h-CLAT metodas yra tyrimas in vitro, kurj atliekant kiekybiSkai nustatomi Iasteliy
pavirSiniy zymeny ekspresijos (t. y. CD86 ir CD54) pokyciai zmogaus monocitinés
leukemijos lasteliy linijos (THP-1 lastelése) po 24 valandy veikimo bandomagja chemine
medziaga. Sios pavir§inés molekulés yra tipiniai monocitiniy THP-1 lasteliy aktyvinimo
zymenys ir gali atkartoti dendritiniy lgsteliy aktyvinima, kuris yra ypac svarbus T lasteliy
aktyvinimui. Pavir§iniy Zymeny ekspresijos pokyciai matuojami tékmés citometrijos budu,
pries tai nudazius lasteles fluorochromu Zzymétais antikiinais. Kartu atlickamas ir
citotoksiSkumo matavimas, vertinant, ar pavir§iniy Zymeny ekspresijos didinimas vyksta
esant mazesnéms nei citotoksiSkos koncentracijoms. Santykinis pavir§iniy zZymeny
fluorescencijos intensyvumas, palyginti su tirpiklio ar neSiklio kontroliniu bandiniu,
apskai¢iuojamas ir naudojamas pagal prognozavimo model; (Zr. 26 punkta), kad padéty
atskirti jautrinancias ir nejautrinancias medZiagas.

KVALIFIKACIJOS JRODYMAS

8. Prie§ pradédamos jprastai atlikti Siame priedelyje apraSyta bandymg pagal bandymo
metoda B.71, laboratorijos turéty jrodyti savo techning kvalifikacija naudodamos 10
kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medZiagy, kuriy saraSas pateiktas 1.2 priedélyje.
Be to, Sio bandymo naudotojai turéty turéti ankstesniy duomeny baze, kurioje biity
kaupiami duomenys, gauti atliekant reaktyvumo patikrinimus (Zr. 11 punkta) ir naudojant
teigiamus bei tirpiklio ar neSiklio kontrolinius bandinius (Zr. 20-22 punktus), ir Siais
duomenimis naudotis, kad patvirtinty tolesnj Sio bandymo atkuriamuma savo laboratorijoje
laikui bégant.

PROCEDURA

9. Sis bandymas pagristas h-CLAT DB-ALM (angl. DataBase service on ALternative
Methods to animal experimentation — bandymams su gyvinais alternatyviy metody
duomeny bazés paslauga) protokolu Nr. 158 (18) — Sis protokolas naudotas atlieckant EURL
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ECVAM koordinuotg tinkamumo patvirtinimo tyrimg. Rekomenduojama taikyti §j
protokolg diegiant ir naudojant h-CLAT metodg laboratorijoje. Toliau aprasyti pagrindiniai
komponentai ir procediiros pagal h-CLAT metoda, kuris susideda 1§ dviejy etapy: dozés
nustatymo tyrimo ir CD86/CD54 ekspresijos vertinimo.

Lasteliy paruoSimas

10.

11.

12.

Atliekant bandyma pagal h-CLAT metoda turéty biiti naudojama Zzmogaus monocitinés
leukemijos lasteliy linija THP-1. Patartina, kad lastelées (TIB-202™) biity gautos i$
kvalifikuoto lgsteliy banko, tokio kaip ,,American Type Culture Collection.

THP-1 lastelés auginamos 37 °C temperatiiroje, esant 5 % CO: ir drégnai atmosferai,
terpéje RPMI-1640, papildytoje 10 % galvijy vaisiaus serumo (FBS), 0,05 mM 2-
merkaptoetanolio, 100 vnt./ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino. Auginimo terp¢je
galima ir nenaudoti penicilino ir streptomicino, taciau tokiu atveju naudotojai turéty
jsitikinti, jog tai, kad auginimo terpéje néra antibiotiky, neturi poveikio rezultatams,
pavyzdziui, atlikdami 1.2 priedélyje nurodyty kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy
medziagy bandymus. Bet kokiu atveju, siekiant kuo labiau sumazinti uzkrétimo rizika,
reikéty laikytis gerosios lgsteliy auginimo praktikos nepriklausomai nuo to, ar lasteliy
auginimo terpéje yra antibiotiky, ar ne. THP-1 lastelés reguliariai s¢jamos kas 2—3 dienas
nuo 0,1 iki 0,2 x 10° lasteliy/ml tankiu. Jy tankis turéty biiti palaikomas nuo 0,1 iki 1,0 x
10° lasteliy/ml intervale. Prie§ naudojant Iasteles bandymui, reikéty patikrinti jy
tinkamumg, atliekant reaktyvumo patikrinimg. Lasteliy reaktyvumo patikrinimas turéty
buti atliekamas praéjus dviem savaitéms po atitirpinimo, naudojant teigiamus kontrolinius
bandinius su 2,4-dinitrochlorbenzenu (DNCB) (CAS Nr. 97-00-7, >99 % grynumo) ir
nikelio sulfatu (NiSO4) (CAS Nr. 10101-97-0, >99 % grynumo) ir neigiamg kontrolinj
bandinj su pieno riugstimi (CAS Nr. 50-21-5, >85 % grynumo). Naudojant ir DNCB, ir
NiSOq turéty biiti gauti teigiami ir CD86, ir CD54 Iasteliy pavirSiniy Zymeny atsakai, o
naudojant pieno riigst] turéty buti gauti neigiami atsakai ir CD86, ir CD54 lasteliy
pavir§iniy Zymeny atveju. Tyrimui turi biiti naudojamos tik tokios Iastelés, kuriy
reaktyvumo patikrinimas atliktas. Lasteles galima dauginti ne ilgiau kaip du ménesius po
atitirpinimo. S¢jimy skaiCius neturéty virSyti 30. Reaktyvumo patikrinimas turéty buti
atliekamas pagal 20-24 punktuose apraSytas procediiras.

Bandymui THP-1 Igstelés séjamos 0,1 x 10° Igsteliy/ml arba 0,2 x 10° Igsteliy/ml tankiu ir
Ju kultiira 1§ anksto ruoSiama auginimo kolbose atitinkamai 72 valandas arba 48 valandas.
Svarbu, kad Iasteliy tankis auginimo kolboje iSkart po kultiiros paruoSimo periodo biity
kuo pastovesnis atliekant kiekvieng bandyma (renkantis vieng i§ dviejy pirmiau apibiidinty
kultiros paruoSimo salygy), nes lasteliy tankis auginimo kolboje iSkart po kultiiros
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paruoSimo gali turéti jtakos CD86/CD54 ekspresijai, sukeliamai alergeny (19). Bandymo
dieng 1§ auginimo kolbos surinktos Igstelés resuspenduojamos naujoje auginimo terpéje 2 x
10° Iasteliy/ml tankiu. Tada lastelés paskirstomos 24 duobudiy ploksc¢iadugnéje
mikrotitravimo ploksteléje, kurios duobuéiy tiris 500 pl (1 x 10° Iasteliy j kiekvieng
duobute), arba 96 duobuciy ploksciadugnéje ploksteléje, kurios duobuciy turis 80 pl (1,6 x
10° 1gsteliy j kiekvieng duobute).

Dozés nustatymo tyrimas

13. Dozés nustatymo tyrimas atliekamas siekiant nustatyti CV75 — bandomosios cheminés

medziagos koncentracija, kuriai esant lasteliy gyvybingumas (angl. CV) yra 75 %,
palyginti su tirpiklio ar neSiklio kontroliniu bandiniu. CV75 verté naudojama nustatant
bandomyjy cheminiy medziagy koncentracijos vertg, tinkamg CDS86/CD54 ekspresijai
matuoti (zr. 20-24 punktus).

Bandomyjy cheminiy medziagy ir kontroliniy medziagy paruosimas

14. Bandomosios cheminés medziagos ir kontrolinés medziagos ruoSiamos bandymo dieng.

15.

Pagal h-CLAT metoda bandomosios cheminés medZiagos iStirpinamos arba stabiliai
disperguojamos (taip pat Zr. 4 punkta) fiziologiniame tirpale ar terpéje (Siems tirpikliams ar
neSikliams teikiama pirmenybé¢) arba dimetilsulfokside (DMSO, >99 % grynumo), kuris
yra antras galimas tirpiklis ar neSiklis, jei bandomoji cheminé medZiaga néra tirpi arba
nesudaro stabilios dispersijos dviejuose pirmiau minétuose tirpikliuose ar neSikliuose;
atitinkamos galutinés koncentracijos yra 100 mg/ml (fiziologiniame tirpale ar terpéje) arba
500 mg/ml (DMSO). Kiti ¢ia neminéti tirpikliai ar neSikliai gali biiti naudojami, jei
pateikiamas pakankamas mokslinis to pagrindimas. Reikéty atsizvelgti | bandomosios
cheminés medZiagos stabiluma galutiniame tirpiklyje ar neSiklyje.

Pradedant nuo 100 mg/ml (fiziologiniame tirpale ar terpéje) ar 500 mg/ml (DMSO)
bandomyjy cheminiy medziagy pradiniy tirpaly, jy skiedimo eiga turéty buti tokia:

kai naudojamas tirpiklis ar neSiklis yra fiziologinis tirpalas arba terp¢, paruosiami aStuoni
(astuoniy koncentracijy) pradiniai tirpalai skiedZiant serijiniu biidu po 2 kartus, naudojant
atitinkamg tirpiklj ar neSiklj. Tada Sie pradiniai tirpalai papildomai 50 karty praskiedziami
auginimo terpe (darbiniai tirpalai). Jei didziausia galutiné koncentracija 1 000 pg/ml
ploksteléje néra toksiSka, reikéty pakartotinai nustatyti didziausig koncentracija, atliekant
naujg citotoksiSkumo bandyma. Galutiné bandomyjy cheminiy medziagy, iStirpinty arba
stabiliai disperguoty fiziologiniame tirpale ar terpéje, koncentracija ploksteléje neturéty
virSyti 5 000 pg/ml;
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- kai naudojamas tirpiklis ar neSiklis yra DMSO, paruoSiami astuoni (aStuoniy
koncentracijy) pradiniai tirpalai skiedziant serijiniu buidu po 2 kartus, naudojant atitinkama
tirpiklj ar nesiklj. Tada Sie pradiniai tirpalai papildomai 250 karty praskiedziami auginimo
terpe (darbiniai tirpalai). Galutiné koncentracija mikrotitravimo ploksteléje neturéty virSyti
1 000 pg/ml, net jei $i koncentracija néra toksiska.

Sie darbiniai tirpalai galiausiai naudojami veikimui bandomaja chemine medZiaga tirti,
ipilant tiek darbinio tirpalo | THP-1 Igsteliy suspensija ploksteléje, kad jo tuiris buty toks pat
kaip lasteliy suspensijos (taip pat zr. 17 punkty), taip dar du kartus ji praskiedziant
(paprastai galutinis koncentracijos verciy intervalas ploksteléje yra 7,81-1 000 pg/ml).

16. Pagal h-CLAT metodg tirpiklio ar neSiklio kontroliniam bandiniui naudojama kulttros
auginimo terpé (bandomosioms cheminéms medziagoms, kurios yra soliubilizuojamos ar
stabiliai disperguojamos (Zr. 4 punktg) terpéje ar fiziologiniame tirpale) arba DMSO
(bandomosioms cheminéms medziagoms, kurios soliubilizuojamos ar stabiliai
disperguojamos DMSO), bandymui naudojant vienintele galuting 0,2 % koncentracija
plokstel¢je. SkiedZiama taip pat, kaip ir darbiniai tirpalai, kaip aprasyta 15 punkte.

Bandomyjy cheminiy medziagy ir kontroliniy medZiagy jterpimas

17. Auginimo terp¢ arba darbiniai tirpalai, apraSyti 15 ir 16 punktuose, sumaiSomi santykiu 1:1
(turio) su lasteliy suspensijomis, paruoStomis 24 arba 96 duobuciy ploksSciadugnéje
mikrotitravimo  plokStel¢je  (zr. 12 punktg). ParuoStos ploksteles 24 £ 0,5 val.
inkubuojamos 37 °C temperatiiroje, esant 5 % CO.. Reikéty imtis atsargumo priemoniy,
kad bty iSvengta lakiyjy bandomyjy cheminiy medziagy garavimo ir kryZminio uZterSimo
bandomosiomis cheminémis medZziagomis tarp duobuciy, pvz., sandariai uZzdengiant
plokstele, pries ja inkubuojant su bandomosiomis cheminémis medziagomis (20).

Dazymas propidiumo jodidu (PI)
18.Po 24 +0,5val. veikimo bandomgja chemine medziaga lastelés perkeliamos i
mégintuvélius  ir  surenkamos centrifuguojant. PavirSinis  skystis  (supernatantas)
pasalinamas, o likusios lgstelés resuspenduojamos 200 pl (jei naudojama 96 duobucliy
plokstel¢) arba 600 ul (jei naudojama 24 duobuciy plokstel¢) fosfatinio buferinio drusky
tirpalo, kuriame yra 0,1 % galvijy serumo albumino (daZymo buferinis tirpalas). 200 pl
lasteliy suspensijos perkeliama j 96 duobuciy gaubtadugne mikrotitravimo plokstele (jei
naudojamos 96 duobutés) arba i mikromégintuvélj (jei naudojamos 24 duobutés) ir dukart
perplaunama 200 pl (jei naudojamos 96 duobutés) ar 600 pl (jei naudojamos 24 duobutés)
dazymo buferinio tirpalo. Galiausiai lastelés resuspenduojamos dazymo buferiniame
tirpale (pvz., 400 pl) ir pridedama PI tirpalo (pvz., 20 ul) (pavyzdziui, galutiné¢ PI
koncentracija yra 0,625 pg/ml). Kitos citotoksiSkumo zyméjimo medziagos, tokios kaip 7-
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aminoaktinomicinas D (7-AAD), tripano mélis ar kt., gali biiti naudojamos, jei galima
jrodyti, kad alternatyviais dazais gaunami panaSiis rezultatai kaip ir PI, pavyzdziui,
atliekant 1.2 priedélyje nurodyty kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy
bandymus.

Citotoksiskumo matavimas tékmés citometrijos biidu ir CV75 vertés nustatymas
19. PI sugertis analizuojama tékmés citometrijos metodu, naudojant duomeny gavimo kanalg
FL-3. I8 viso gaunama 10 000 gyvy lasteliy (PI neigiamas). Lasteliy gyvybinguma galima
apskaiciuoti naudojant toliau pateikta lygti pagal citometrinés analizés programg. Kai
lasteliy gyvybingumas yra mazas, turéty buti gauta iki 30 000 Iasteliy, iskaitant negyvas
lasteles. Kitu biidu duomenis galima gauti per vieng minute po analizés pradzios.

gyvy lasteliy skaicius
bendras gauty lasteliy skaicius

CLasteliy gyvybingumas =

100

CV75 verté (zr. 13 punkta), t. y. koncentracija, kuriai esant iSgyvena 75 % THP-1 lasteliy
(25 % citotoksiSkumas), apskai¢iuojama logaritminiu tiesiniu interpoliavimu pagal $ig lygti:

Log CV75 — (75—C)XLOg(b)—(75—a)xLog(d)

a-c
kurioje:

a — maziausia Igsteliy gyvybingumo verté vir§ 75 %,

¢ — didZiausia lasteliy gyvybingumo verté Zemiau 75 %,

b ir d — atitinkamos koncentracijos, kurioms esant gautos lgsteliy gyvybingumo vertés a
irc.

100

a [«

50 r

O A A4 ’
b
1 10 100 1000
Bandomoji dozé (ug/mL)

Lasteliy gyvybingumas (%)

CV75 verté gali biti gaunama ir kitais metodais, jei jrodoma, kad tai neturi poveikio
rezultatams (pvz., atliekant kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy bandymus).

CD86/CD54 ekspresijos matavimas
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Bandomyjy cheminiy medziagy ir kontroliniy medziagy paruosimas

20. Bandomosios cheminés medziagos iStirpinamos arba stabiliai disperguojamos naudojant

21.

tinkama tirpikl] ar neSikl} (fiziologinj tirpalg, terpe arba DMSO; zr. 14 punkty).
Bandomosios cheminés medziagos visy pirma praskiedziamos iki tokios koncentracijos,
kuri yra 100 karty (jei naudojamas fiziologinis tirpalas ar terpé) arba 500 karty (jei
naudojamas DMSO) didesn¢ nei 1,2 x CV75 verte, nustatyta atliekant dozés nustatymo
tyrimg (zr. 19 punkta). Jei CV75 nustatyti nejmanoma (t. y. jei per dozés nustatymo tyrimg
nenustatoma pakankamo citotoksiSkumo), kaip prading koncentracija reikéty naudoti
didziausig iStirpintos ar stabiliai disperguotos bandomosios cheminés medziagos
koncentracija, paruosta naudojant kiekvieng atitinkama tirpiklj ar neSiklj. Isidémétina, kad
galutiné koncentracija ploksteléje neturéty virSyti 5 000 pg/ml (jei naudojamas fiziologinis
tirpalas ar terpé) arba 1 000 pg/ml (jei naudojamas DMSO). Tada paruoSiamos po 1,2 karto
praskiesty tirpaly serijos naudojant atitinkama tirpiklj ar nesiklj, taip gaunant pradinius
tirpalus (astuoniy koncentracijy nuo 100x1,2 x CV75 iki 100x0,335 x CV75 (naudojant
fiziologinj tirpalg ar terpg) arba nuo 500x1,2 x CV75 iki 500%0,335 x CV75 (naudojant
DMSO0)), kurie bus naudojami bandymui pagal h-CLAT metodg (zr. DB-ALM protokole
Nr. 158 pateikta dozavimo schemos pavyzdj). Tada pradiniai tirpalai praskiedziami dar 50
karty (jei naudojamas fiziologinis tirpalas ar terp¢) arba 250 karty (jei naudojamas DMSO)
auginimo terpe (darbiniai tirpalai). Sie darbiniai tirpalai galiausiai naudojami veikimui
bandomgja chemine medziaga tirti, dar karta galutinai du kartus juos praskiedZiant
plokstel¢éje. Jei rezultatai neatitinka 29 ir 30 punktuose apibiidinty priimtinumo kriterijy dél
lasteliy gyvybingumo, dozés nustatymo tyrimas gali biiti pakartotas, nustatant tikslesng
CV75 verte. Isidémétina, kad CD86/CD54 ekspresijos matavimui galima naudoti tik 24
duobuciy mikrotitravimo ploksteles.

Tirpiklio ar neSiklio kontrolinis bandinys paruoSiamas taip, kaip aprasyta 16 punkte. Pagal
h-CLAT metoda naudojamas teigiamas kontrolinis bandinys su DNCB (zZr. 11 punktg),
kurio pradiniai tirpalai paruoSiami naudojant DMSO ir praskiedziami taip, kaip apraSyta
20 punkte dél pradiniy tirpaly. DNCB, kaip teigiamas kontrolinis bandinys atliekant
CD86/CD54 ekspresijos matavimg, turéty biiti naudojamas vienos galutinés koncentracijos
(paprastai 4,0 pg/ml) plokStel¢je. Siekiant ploksteléje gauti DNCB 4,0 pg/ml
koncentracija, paruoSiamas DNCB 2 mg/ml pradinis tirpalas naudojant DMSO ir dar
250 karty praskiedziamas auginimo terpe, gaunant 8 ug/ml darbinj tirpalg, arba kaip
teigiamo kontrolinio bandinio koncentracijg galima rinktis DNCB CV75 verte, nustatyta
kiekvienoje bandymy laboratorijoje. Galima naudoti ir kitokius tinkamus teigiamus
kontrolinius bandinius, jei yra ankstesniy duomeny, i§ kuriy biity galima nustatyti panasius
bandymo eigos priimtinumo kriterijus. Teigiamy kontroliniy bandiniy vienintel¢ galutiné
koncentracija ploksteléje neturéty virSyti 5 000 pg/ml (jei naudojamas fiziologinis tirpalas
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ar terp¢) arba 1 000 pg/ml (jei naudojamas DMSO). Bandymo eigos priimtinumo Kriterijai
yra tokie patys kaip tie nurodyti kriterijai, kurie skirti bandomajai cheminei medZziagai
(zr. 29 punktg), iSskyrus paskutinj priimtinumo kriterijy, nes bandymui naudojamas tik
vienos koncentracijos teigiamas kontrolinis bandinys.

Bandomyjy cheminiy medziagy ir kontroliniy medziagy jterpimas

22.

Siekiant gauti prognoze dél kiekvienos bandomosios cheminés medziagos ir kontrolinés
medziagos, reikia atlikti vieng bandyma. Kiekvieng bandyma sudaro bent du atskiri
CD86/CD54 ekspresijos matavimo ciklai (zr. 26-28 punktus). Kiekvienas atskiras ciklas
atliekamas vis kitg dieng, arba ta paciag dieng su salyga, kad kiekvienam ciklui: a)
paruoSiami atskiri nauji bandomosios cheminés medziagos pradiniai tirpalai ir darbiniai
tirpalai bei antikiiny tirpalai ir b) naudojamos atskirai surinktos lastelés (t.y. lastelés
surenkamos 1§ skirtingy auginimo kolby), taciau tai gali buti ir to paties s¢jimo lastelés.
Paruosti bandomyjy cheminiy medziagy ir kontroliniy medziagy darbiniai tirpalai (500 pl)
sumaiSomi su 500 pl lasteliy suspensijos (1 x 10° lasteliy) santykiu 1:1, tada lastelés
inkubuojamos 24 + 0,5 val., kaip aprasyta 20 ir 21 punktuose. Kiekvienam ciklui pakanka
vieno kiekvienos bandomosios cheminés medziagos koncentracijos ir kontrolinés
medziagos kartotinio bandinio, nes prognozé daroma remiantis bent dviem atskirais
bandymo ciklais.

Lgsteliy dazymas ir analizé

23.

24.

Po 24 +0,5 val. veikimo bandomaja chemine medZiaga lastelés perkeliamos i§ 24
duobuciy plokstelés ;| mégintuvélius, surenkamos centrifuguojant ir dukart perplaunamos
1 ml daZzymo buferinio tirpalo (jei reikia, galima plauti papildomai). Po plovimo lastelés
blokuojamos 600 pl blokuojanciojo tirpalo (dazymo buferinio tirpalo, kuriame yra 0,01 %
(m/V) globulino (Cohn’o frakcijos II, I1I, Zmogaus; SIGMA, #G2388-10G ar analogiSko)),
ir 15 min. inkubuojamos 4 °C temperatiiroje. Po blokavimo lgstelés iSskirstomos ] tris
alikvotines dalis po 180 ul 96 duobuciy gaubtadugnéje mikrotitravimo plokSteléje ar
mikromégintuvélyje.

Po centrifugavimo Igstelés nudazomos naudojant 50 pul FITC Zenklinty anti-CD86, anti-
CD54 ar pelés IgG1 (izotipo) antikiing 30 min. 4° C temperatiiroje. Turéty biiti naudojami
antikiinai, apraSyti h-CLAT DB-ALM protokole Nr. 158 (18), praskiedziant dazymo
buferiniu tirpalu santykiu 3:25 (tirio) (CD86 (,,BD-PharMingen®, #555657; klonas Fun-1))
arba santykiu 3:50 (turio) (CD54 (DAKO, #F7143; klonas 6.5B5) ir IgGl (DAKO,
#X0927)). Sie antikiiny skiedimo koeficientai §io bandymo kiiréjy nustatyti tokie, kad
signalo ir triukSmo santykis biity geriausias. IS Sio bandymo kiiréjy patirties Zinoma, kad
Jvairiy partijy antikiing fluorescencijos intensyvumas paprastai yra pastovus, taciau
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naudotojai gali rinktis titruoti antikiinus savo laboratorijos sglygomis, kad nustatyty
tinkamiausias naudoti koncentracijas. Kitus fluorochromu zymétus anti-CD86 ir (arba)
anti-CD54 antikiinus galima naudoti, jei galima jrodyti, kad gaunami panasSiis rezultatai
kaip ir naudojant FITC konjuguotus antikiinus, pavyzdziui, atlieckant 1.2 priedélyje
nurodyty kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy bandymus. Isidémétina, kad jei
pakei¢iamas antikiiny klonas arba tiekéjas, nurodytas h-CLAT DB-ALM protokole
Nr. 158 (18), tai gali turéti jtakos rezultatams. Lastelés, du arba daugiau karty perplautos
150 ul dazymo buferinio tirpalo, resuspenduojamos dazymo buferiniame tirpale
(pvz., 400 pl) ir pridedama PI tirpalo (pvz., 20 pul, gaunant galuting 0,625 pg/ml
koncentracijg) ar kito citotoksiSkumo Zymens tirpalo (Zr. 18 punktg). CD86 ir CD54
ekspresijos lygiai ir Igsteliy gyvybingumas analizuojami naudojant tékmés citometrijos
metoda.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS

Duomeny vertinimas

25.CD86 ir CD54 ekspresija analizuojama tékmés citometrijos metodu, naudojant duomeny
gavimo kanalg FL-1. Remiantis fluorescencijos intensyvumo geometriniu vidurkiu
(vidutinis fluorescencijos intensyvumas, VFI), teigiamo kontrolinio bandinio (kontr.)
lasteliy ir bandomosios cheminés medziagos paveikty lagsteliy CD86 ir CD54 santykinis
fluorescencijos intensyvumas (SFI) apskai¢iuojamas pagal $ig lygtj:

Chem. medz. paveikty lasteliy VFI—chem. medz. paveikty izotipo kontrol. lasteliy VFI

RFI x 100

- Tirpiklio ar nesiklio kontrol. lasteliy VFI —tirpiklio ar nesiklio izotipo kontrol. lasteliy VFI

Izotipo kontrolinio bandinio (kontr.) lasteliy (nudazyty pelés IgG1l (izotipo) antikiinais)
gyvybingumas taip pat apskai¢iuojamas pagal lygtj, pateikta 19 punkte.

Prognozavimo modelis

26. Atliekant CD86/CD54 ekspresijos matavima, kiekviena bandomoji cheminé medziaga
bandoma bent per du atskirus bandymo ciklus, gaunant vieng prognoz¢ (TEIGIAMA arba
NEIGIAMA). Pagal h-CLAT metoda prognozé laikoma TEIGIAMA, jei per 2 i§ 2 ar bent
2 1§ 3 atskiry bandymo cikly tenkinama bent viena i toliau nurodyty salygy; kitu atveju h-
CLAT prognozé laikoma NEIGIAMA (1 diagrama):

- CD86 SFI yra lygus 150 % arba didesnis esant bet kuriai bandomajai koncentracijai
(1asteliy gyvybingumas >50 %);

- CD54 SFI yra lygus 200 % arba didesnis esant bet kuriai bandomajai koncentracijai
(1asteliy gyvybingumas >50 %).

453



D060575/02

27.Remiantis tuo, kas iSdéstyta, jei per abu pirmus bandymo ciklus gaunami teigiami
rezultatai d¢l CD86 ir (arba) per abu ciklus gaunami teigiami rezultatai d¢1 CD54, h-CLAT
prognoz¢ laikoma TEIGIAMA ir treCio ciklo atlikti nereikia. PanaSiai ir tada, kai per
pirmus du ciklus gaunami neigiami rezultatai dél abiejy Zymeny, h-CLAT prognozé
laikoma NEIGIAMA (tinkamai atsizvelgiant j 30 punkto nuostatas) ir trecio ciklo nereikia.
Taciau jei per pirmus du ciklus gauti rezultatai nesutampa dél bent vieno i§ Zymeny (CD54
arba CD86), reikia trecio bandymo ciklo, ir galutiné prognozé bus pagrista visy trijy
atskiry cikly rezultaty dauguma (t.y. 2 i§ 3). Siuo atzvilgiu reikéty pazymeti, kad jei
atliekami du atskiri bandymo ciklai ir per vieng i$ jy gaunamas teigiamas rezultatas tik deél
CD86 (toliau — Ti), o per kitg — teigiamas rezultatas tik d¢l CD54 (toliau — T), reikia
trec¢io bandymo ciklo. Jei per §j tre€ig cikla gaunami neigiami rezultatai dél abiejy Zymeny
(toliau — N), h-CLAT prognozé laikoma NEIGIAMA. Kita vertus, jei per trecig cikla
gaunamas teigiamas rezultatas dél bet kurio zymens (T arba T») ar dél abiejy zymeny
(toliau — T12), h-CLAT prognozé laikoma TEIGIAMA.

1 diagrama. Prognozavimo modelis, naudojamas pagal h-CLAT metoda. Gautg h-CLAT prognoze reikéty
vertinti remiantis IATA sistema ir laikantis bendrojo jvado 7 ir 8 punkty nuostatos.
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Du pirmi Du pirmi
ciklai ciklai
[
A4 v A
ToirTy, | * NirN TiirN *
TynirT, T,irN
Ty,irT, T,irN
T,irT, T,irT,
T,irT, ¥
Trecias ciklas
v ) 4 y A
Trecio ciklo Trecio ciklo TpirTirT, |H# T irNirN
nereikia nereikia T,irT,irT, T,irNirN
T,irT,irT, T,irNirN
Ty, irTy,irN T,irT,irN
Ty, irT,irN
T, irT,irN
T,irT,irN
T>irT-irN
v \ 4 y A4
TEIGIAMAS NEIGIAMAS TEIGIAMAS NEIGIAMAS

T1 — bandymo ciklas, kuriame gautas tik CD86 teigiamas rezultatas; T> — bandymo ciklas, kuriame gautas tik CD54
teigiamas rezultatas; Ti2 — bandymo ciklas, kuriame gauti ir CD86, ir CD54 teigiami rezultatai; N — bandymo ciklas,
kuriame negauta nei CD86, nei CD54 teigiamo rezultato.

Zenklu * pazymétuose langeliuose parodyti atitinkami abiejy pirmy cikly rezultaty deriniai, nepriklausomai nuo to,
kokia eilés tvarka gali biiti gauti tie rezultatai.

Zenklu * pazymétuose langeliuose parodyti atitinkami visy trijy cikly rezultaty deriniai, remiantis per pirmus du ciklus
gautais rezultatais, parodytais auks¢iau esan¢iame langelyje, nepriklausomai nuo to, kokia eilés tvarka gali buti gauti tie
rezultatai.

28.Kai per h-CLAT bandyma prognozés dél bandomyjy cheminiy medziagy yra
TEIGIAMOS, galima (nebiitinai) nustatyti dvi efektyviyjy koncentracijy (EC) vertes —
CD86 zymens EC150 verte ir CD54 zymens EC200 verte, t. y. koncentracija, kuriai esant
bandomyjy cheminiy medziagy santykinis fluorescencijos intensyvumas (SFI) yra 150 arba
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200. Sios EC vertés galéety padéti jvertinti jautrinimo geba (9), naudojant jas pagal
integruotuosius metodus, tokius kaip IATA (4) (5) (6) (7) (8). Jas galima apskaiciuoti
pagal Sias lygtis:

EC150 (CD86) = Byonc. + [(150 — Bgpypy/(Aspr — Bspr) X (Akonc. — Brone.)]

EC200 (CD54‘) = Bkonc. + [(200 - BSFI)/(ASFI - BSFI) X (Akonc. - Bkonc.)]

kuriose:

Axonc. — maziausia koncentracija pg/ml, kai SFI> 150 (CD86) ar 200 (CD54),

Bione. — didziausia koncentracija pg/ml, kai SFI < 150 (CD86) ar 200 (CD54),

Asr1 — SFI esant maZziausiai koncentracijai, kai SFI > 150 (CD86) ar 200 (CD54),

Brr1 — SFI esant didZiausiai koncentracijai, kai SFI < 150 (CD86) ar 200 (CD54).

Siekiant gauti tikslesnes EC150 ir EC200 vertes gali reikéti trijy atskiry CD86/CD54
ekspresijos matavimo cikly. Tada galutinés EC150 ir EC200 vertés nustatomos kaip
efektyviyjy koncentracijy (EC), apskaiciuoty per tuos tris atskirus ciklus, medianiné verté.

Kai tik du i$ trijy atskiry bandymo cikly atitinka teigiamo rezultato kriterijus (zr. 26-27
punktus), pasirenkama didesnioji EC150 ar EC200 1S abiejy apskai€iuoty verciy.

Priimtinumo kriterijai

29. Taikant h-CLAT metodg turéty buti tenkinami Sie priimtinumo kriterijai (22) (27):

terpés ir tirpiklio ar neSiklio kontroliniy bandiniy Igsteliy gyvybingumas turéty buti
didesnis nei 90 %;

tirpiklio ar neSiklio kontroliniame bandinyje ir CD86, ir CD54 SFI vertés neturéty virSyti
teigiamo rezultato kriterijy (CD86 SFI > 150 % ir CD54 SFI > 200 %). Tirpiklio ar
neSiklio kontrolinio bandinio SFI vertés apskaiciuojamos pagal 25 punkte apraSyta

formule (,,cheminés medziagos VFI“ reikéty pakeisti ,tirpiklio ar neSiklio VFI“, o
»tirpiklio ar neSiklio VFI reikéty pakeisti ,,(terpés) kontrolinio bandinio VFI);

ir terpés, ir tirpiklio ar neSiklio kontroliniy bandiniy tiek CD86, tiek CD54 VFI santykis su
izotipo kontrolinio bandinio VFI turéty biiti >105 %;

teigiamame (DNCB) kontroliniame bandinyje ir CD86, ir CD54 SFI vertés turéty atitikti
teigiamo rezultato kriterijus (CD86 SFI > 150 ir CD54 SFI > 200), o lasteliy
gyvybingumas turéty biiti didesnis nei 50 %;

bandomosios cheminés medziagos paveikty lasteliy gyvybingumas turéty biiti didesnis nei
50 % bent keturiose 1§ bandomosios medZiagos koncentracijy per kiekviena cikla.
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30. Neigiami rezultatai yra priimtini tik tada, kai bandomyjy cheminiy medziagy paveikty
lasteliy gyvybingumas yra mazesnis nei 90 % esant didziausiai bandomajai koncentracijai
(t.y. 1,2 x CV75 pagal 20 punkte apibudintg tirpaly serijinio skiedimo schemg). Jei lasteliy
gyvybingumas, esant 1,2 x CV75 koncentracijai, yra lygus 90 % ar dar didesnis, gauta
neigiamg rezultatg reikeéty atmesti. Tokiu atveju rekomenduojama bandyti tiksliau parinkti
doze, pakartotinai nustatant CV75. Reikéty pazyméti, kad kai naudojama didziausia
bandomosios cheminés medziagos koncentracija per bandymg yra 5000 pg/ml
koncentracija fiziologiniame tirpale (ar terpéje, arba kituose naudojamuose tirpikliuose ar
neSikliuose), 1 000 pg/ml DMSO arba didziausia tirpi koncentracija, gautas neigiamas
rezultatas yra priimtinas, net jei lasteliy gyvybingumas yra didesnis nei 90 %.

Bandymo ataskaita

31. ] bandymo ataskaitg turéty biiti jtraukta $i informacija:
Bandomoji cheminé medziaga
Vienkomponenté medziaga:

- cheminis identifikavimas, toks kaip [UPAC ar CAS pavadinimas (-ai), CAS numeris (-iai),
SMILES zyméjimas ar InChl kodas, struktiiriné formulé ir (arba) kiti identifikavimo
duomenys;

- fiziné iSvaizda, Log Kow, tirpumas vandenyje, tirpumas DMSO, molekuliné mase ir
papildomos svarbios fizikinés ir cheminés savybés (tiek, kiek Zinoma);

- grynumas, priemaiSy cheminé tapatybé¢ (kai tinka ir jei praktisSkai jmanoma) ir kt.;
- apdorojimas prie§ bandyma, jei taikomas (pvz., Sildymas, malimas);
- bandomoji (-osios) koncentracija (-0s);
- laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek Zinoma);
- pagrindimas, kodél pasirinktas tam tikras tirpiklis ar neSiklis kiekvienai bandomajai
cheminei medZiagai.
Daugiakomponenté medziaga, UVCB ir miSiniai:

- kuo iSsamesnis apibiidinimas, pvz., cheminé tapatybé (zZr. pirmiau), grynumas, kiekybiné
sudétis ir svarbios fizikinés ir cheminés savybés (zZr. pirmiau), bidingos sudedamosioms
dalims (tiek, kiek zinoma);

- fiziné i8vaizda, tirpumas vandenyje, tirpumas DMSO ir svarbios papildomos fizikinés ir
chemings savybes (tiek, kiek zinoma);
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- molekuliné¢ masé arba vidutiné molekuliné masé¢, jei tai yra zinomos sudéties miSiniai ar
polimerai, arba kita Siam tyrimui svarbi informacija;

- apdorojimas prie$ bandyma, jei taikomas (pvz., Sildymas, malimas);

- bandomoji (-osios) koncentracija (-0s);

- laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek zZinoma);

- pagrindimas, kodél pasirinktas tam tikras tirpiklis ar neSiklis kiekvienai bandomajai
cheminei medziagai.

Kontroliniai bandiniai

Teigiamas kontrolinis bandinys:

- cheminis identifikavimas, toks kaip [UPAC ar CAS pavadinimas (-ai), CAS numeris (-iai),
SMILES zyméjimas ar InChl kodas, struktiiriné formulé ir (arba) kiti identifikavimo
duomenys;

- fizin¢ iSvaizda, Log Kow, tirpumas vandenyje, tirpumas DMSO, molekuliné masé ir
papildomos svarbios fizikinés ir cheminés savybés (tiek, kiek Zinoma, ir kai tinka);

- grynumas, priemaiSy cheminé tapatybé (kai tinka ir jei praktiSkai jmanoma) ir kt.;
- apdorojimas prie§ bandyma, jei taikomas (pvz., Sildymas, malimas);
- bandomoji (-osios) koncentracija (-0s);
- laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek Zinoma);
- nuoroda j ankstesnius teigiamus kontroliniy bandiniy rezultatus, 1§ kuriy nustatyti tinkami
bandymo eigos priimtinumo kriterijai (jei tinka).
Neigiamas ir tirpiklio ar neSiklio kontroliniai bandiniai:

- cheminis identifikavimas, toks kaip [UPAC ar CAS pavadinimas (-ai), CAS numeris (-iai),
SMILES Zyméjimas ar InChl kodas, struktiiriné formulé ir (arba) kiti identifikavimo
duomenys;

- grynumas, priemaiSy chemingé tapatybé (kai tinka ir jei praktiSkai ymanoma) ir kt.;

- fizin¢ i8vaizda, molekuliné¢ masé ir papildomos svarbios fizikinés ir cheminés savybés
(tiek, kiek Zinoma) tuo atveju, jei naudojamas ne vienas i§ nurodyty bandymo gairése, o
kitas kontrolinio bandinio tirpiklis ar neSiklis;

- laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek Zinoma);
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pagrindimas, kodél pasirinktas tam tikras tirpiklis ar neSiklis kiekvienai bandomajai
cheminei medZziagai.

Bandymo sqlygos

Réme¢jo pavadinimas ir adresas, bandymy laboratorija ir tyrimo vadovas;

naudojamo bandymo apraSymas;

naudojama lasteliy linija, jos laikymo salygos ir Saltinis (pvz., jstaiga, i§ kurios gautos
lastelés);

naudojama tékmeés citometrijos jranga (pvz., modelis), iskaitant prietaisy nuostacius,

globuling, antikiinus ir naudojamg citotoksiSkumo zZymeny;

pagal kokig procedira jrodyta laboratorijos kvalifikacija atlikti §j bandyma, atlickant
kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy bandymus, ir pagal kokig procediira
jrodytas Sio bandymo atlikimo atkuriamumas laikui bégant, pvz., remiantis ankstesniais
kontroliniais duomenimis ir (arba) ankstesniy reaktyvumo patikrinimy duomenimis.

Bandymo priimtinumo kriterijai

Lasteliy gyvybingumo, vidutinio fluorescencijos intensyvumo (VFI) ir santykinio
fluorescencijos intensyvumo (SFI) vertés, gautos naudojant tirpiklio ar nesSiklio kontrolinj
bandinj, palyginti su nustatytais priimtinumo intervalais;

lasteliy gyvybingumo ir SFI vertés, gautos naudojant teigiamg kontrolinj bandinj, palyginti
su nustatytais priimtinumo intervalais;

lasteliy gyvybingumas esant visoms cheminés medZiagos bandomosioms koncentracijoms.

Bandymo procediira

Bandymo cikly skaicius;

bandomosios cheminés medziagos koncentracijos, jos jterpimas ir pasirinktas veikimo
laikas (jei skiriasi nuo rekomenduojamo);

veikimo bandomaja medZziaga trukmé (jei skiriasi nuo rekomenduojamos);
atliekant vertinimg ir priimant sprendimg taikyty kriterijy apraSymas;

bet kokiy bandymo proceduros keitimy apraSymas.

Rezultatai

Duomeny lentel¢, iskaitant CV75 vertg (jei tinka), atskirg geometrini VFI, SFI, lasteliy
gyvybingumo vertes, EC150/EC200 vertes (jei tinka), gautas i§ bandomosios cheminés
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medziagos bandiniy ir teigiamo kontrolinio bandinio per kiekvieng ciklg, ir nurodyta
bandomosios cheminés medziagos vertinimg pagal prognozavimo modelj;

- bet kokiy kity svarbiy steb¢jimy aprasymas (jei tinka).

Rezultaty aptarimas

- Taikant h-CLAT metoda gauty rezultaty aptarimas;

- bandymo rezultaty apsvarstymas atsizvelgiant j [ATA sistema, jei turima ir kitos svarbios
informacijos.

Isvados
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1.1. priedélis

TERMINU APIBREZTYS

Tikslumas — bandymo rezultaty ir patvirtinty pamatiniy ver¢iy sutapimo artumas. Tai yra
bandymo atlikimo charakteristiky matas ir vienas i$ tinkamumo aspekty. Sis terminas daznai
vartojamas kaip lygiavertis terminui ,atitiktis ir reiskia tinkamy bandymo rezultaty
dalj (21).

Nepalankios baigties kelias (angl. Adverse Outcome Pathway, AOP) — jvykiy seka nuo
tikslinés cheminés medZiagos ar panasiy cheminiy medziagy grupés cheminés struktiiros per
molekulinio inicijavimo jvykij iki in vivo tiriamo rezultato (22).

Cheminé medZiaga — medZiaga arba miSinys.
CV75 — nustatyta koncentracijos verté, kuriai esant 1gsteliy gyvybingumas yra 75 %.

EC150 - bandomosios medZiagos koncentracijos, kurioms esant CD86 ekspresijos
santykinio fluorescencijos intensyvumo (SFI) vertés yra 150.

EC200 - bandomosios medZiagos koncentracijos, kurioms esant CD54 ekspresijos SFI
vertés yra 200.

Tékmés citometrija — citometrinis metodas, pagal kurj lastelés viena po kitos
suspenduojamos skysCio tekmeje ir leidziamos per jaudrinancios Sviesos zidinj, kuriame
Sviesa iSskaidoma toms lasteléms ir jy sudedamosioms dalims biidingais rastais; lastelés
daznai pazymimos fluorescenciniais Zymenimis, todél Sviesa pirmiausia sugeriama, o tada
iSspinduliuojama pakitusiais dazniais.

Pavojus — biidingoji medZiagos savybe¢ arba situacija, galinti sukelti neigiamy padariniy, kai
organizma, sistemg ar populiacijg (arba jos dalj) veikia ta medziaga.

IATA (integruotasis bandymo ir vertinimo metodas, angl. Integrated Approach to
Testing and Assessment) — struktiirinis metodas, taikomas cheminés medziagos ar cheminiy
medziagy grupés (galimam) pavojui nustatyti, pavojui (veikimo gebai) apibiidinti ir (arba)
saugai vertinti (dél galimo pavojaus ar veikimo gebos ir paveikimo ta medziaga). Ji taikant
strategiSkai apibendrinami ir jvertinami visi susij¢ duomenys, kad biity galima ta
informacija pagristi reglamentavimo sprendimag dél galimo pavojaus ir (arba) rizikos ir
(arba) dél butinumo atlikti papildomus tikslinius, taigi minimalius bandymus.

Terpés kontrolinis bandinys — neapdorotas kartotinis bandinys, kuriame yra visi bandymo
sistemos komponentai. Sis bandinys tiriamas kartu su bandomgja chemine medziaga
apdorotais bandiniais ir kitais kontroliniais bandiniais siekiant nustatyti, ar vyksta tirpiklio
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arba nesiklio sgveika su bandymo sistema.
Misinys — i dviejy ar daugiau medziagy sudarytas miSinys ar tirpalas.

Vienkomponenté medZiaga — medziaga, apibréziama pagal jos kiekybing sudétj, kurioje
vienas pagrindinis komponentas sudaro ne maziau kaip 80 % (mases).

Daugiakomponenté medZiaga — medziaga, apibréziama pagal jos kiekybine sudétj, kurioje
daugiau kaip vieno pagrindinio komponento koncentracija yra >10 % (mases) ir <80 %
(masés). Daugiakomponenté medziaga yra gamybos proceso rezultatas. Daugiakomponenté
medziaga nuo miSinio skiriasi tuo, kad miSinys gaunamas sumaiSant dvi arba daugiau
medziagy, tarp kuriy cheminé reakcija nevyksta. Daugiakomponenté medziaga yra
cheminés reakcijos rezultatas.

Teigiamas kontrolinis bandinys — kartotinis bandinys, kuriame yra visi bandymo sistemos
komponentai, apdorotas tam tikra medziaga, kuri, kaip Zinoma, sukelia teigiamg atsaka.
Siekiant uztikrinti, kad biity galima vertinti teigiamo kontrolinio bandinio atsako kintamuma
laikui bégant, teigiamas atsakas neturéty buti per stiprus.

Prehaptenai — cheminés medziagos, kurios tampa jautrinancios po abiotinio virsmo.

Prohaptenai — cheminés medziagos, kurias biitina aktyvinti fermentais, kad pasireiksty jy
odos jautrinimo geba.

Santykinis fluorescencijos intensyvumas (SFI) — cheminés medZiagos paveikty lasteliy
fluorescencijos intensyvumo geometrinio vidurkio (VFI) santykinés vertés, palyginti su
tirpikliu ar neSikliu apdoroty lgsteliy VFI.

Tinkamumas — rySio tarp bandymo ir tiriamo poveikio, taip pat bandymo reikSmingumo ir
naudingumo siekiant tam tikro tikslo apibiidinimas. Tai yra atliekant bandyma tiriamo
biologinio poveikio matavimo ar prognozavimo tikslumo laipsnis. Tinkamumas apima
bandymo tikslumo (atitikties) aspekta (21).

Patikimumas — pagal tg patj protokola atlieckamo bandymo atkuriamumo laboratorijose ir
tarp laboratorijy, laikui bégant, matas. Jis jvertinamas apskaiciuojant atkuriamuma
laboratorijoje ir tarp laboratorijy ir pakartojamuma laboratorijoje (21).

Bandymo ciklas — vienos ar daugiau bandomyjy cheminiy medziagy bandymas kartu
naudojant tirpiklio ar neSiklio kontrolinj bandinj ir teigiamg kontrolinj bandinj.

Jautris — visy teigiamy (veikliyjy) cheminiy medziagy, kurios teisingai klasifikuotos
atlickant bandymg, dalis. Tai yra bandymo, kuriuo gaunami kategorijos nustatymo
rezultatai, tikslumo matas ir svarbus aspektas vertinant bandymo tinkamuma (21).

Dazymo buferinis tirpalas — fosfatinis buferinis drusky tirpalas, kuriame yra 0,1 % galvijy
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serumo albumino.

Tirpiklio ar neSiklio kontrolinis bandinys — neapdorotas bandinys, kuriame yra visi
bandymo sistemos komponentai, i§skyrus bandomaja cheming medziagg, taciau jskaitant
naudojamg tirpikl} ar neSiklj. Jis naudojamas nustatant bazinj atsakg bandiniuose,
apdorotuose bandomaja chemine medziaga, iStirpinta ar stabiliai disperguota tame paciame
tirpiklyje ar neSiklyje. Kai §is bandinys naudojamas bandymui kartu su terpés kontroliniu
bandiniu, jis taip pat parodo, ar tirpiklis arba neSiklis veikia bandymo sistema.

SpecifiSkumas — visy neigiamy (neveikliyjy) cheminiy medziagy, kurios teisingai
klasifikuotos atlieckant bandymga, dalis. Tai yra bandymo, kuriuo gaunami kategorijos
nustatymo rezultatai, tikslumo matas ir svarbus aspektas vertinant bandymo
tinkamuma (21).

Medziaga — gamtoje randamas ar bet kokio gamybos proceso metu gaunamas cheminis
elementas ir jo junginiai, jskaitant bet kokius priedus, reikalingus jo stabilumui islaikyti, ir
priemaisas, atsirandancias dél gamybos proceso, taciau iSskyrus tirpiklius, kuriuos galima
atskirti nedarant poveikio medziagos stabilumui ir nekeiciant jos sudéties.

Bandomoji cheminé medziaga — taikant §] metodg bandoma medziaga arba miSinys.

Jungtiniy Tauty visuotinai suderinta cheminiy medziagy klasifikavimo ir Zenklinimo
sistema (JT GHS) — sistema, kurioje pateikiamas cheminiy medziagy (medziagy ir miSiniy)
klasifikavimas pagal standartizuotus fiziniy pavojy, pavojy sveikatai bei aplinkai tipus ir
lygius, ir naudojami atitinkami informaciniai elementai, tokie kaip piktogramos, signaliniai
zodziai, pavojingumo frazes, atsargumo frazeés ir saugos duomeny lapai, kad biity perduota
informacija apie jy neigiama poveikj, siekiant apsaugoti Zmones (jskaitant darbdavius,
darbuotojus, vezéjus, vartotojus ir avarijy likviduotojus) ir aplinka (23).

UVCB - neZinomos ar kintamos sudéties medZiagos, sudedamieji reakcijy produktai ar
biologinés medziagos.

Patvirtinto tinkamumo bandymas — bandymas, laikomas pakankamai tinkamu ir patikimu
konkrec¢iam tikslui pasiekti ir pagrjstas moksliskai patikimais principais. Bandymas niekada
néra absoliuciai tinkamas — jis yra tinkamas tik tam tikram tikslui pasiekti (21).
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1.2. priedélis

KVALIFIKACIJAI TIKRINTI SKIRTOS CHEMINES MEDZIAGOS

Pries pradédamos jprastu biidu atlikti bandyma, apraSytg Siame priedélyje, pagal bandymo
metoda B.71, laboratorijos turéty jrodyti savo technin¢ kvalifikacija, gaudamos teisingg
numatytg h-CLAT prognoze dél 10 medziagy, rekomenduojamy 1 lenteléje, ir gaudamos
CV75, EC150 bei EC200 vertes, kurios patenka | atitinkamus etaloninius intervalus, dél
ne maziau kaip 8 i$ 10 kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy. Kvalifikacijai tikrinti
skirtos cheminés medZziagos buvo pasirinktos siekiant aprépti odos jautrinimo pavojams
budingy atsaky spektra. Kiti jy atrankos kriterijai buvo tokie, kad ty medziagy biity galima
isigyti i§ komerciniy tiekeéjy ir kad buty galima gauti auksStos kokybés in vivo etaloniniy
duomeny bei aukstos kokybés in vitro duomeny, nustatyty taikant h-CLAT metoda. Taip pat
yra paskelbti h-CLAT metodo taikymo etaloniniai duomenys (3) (14).

1 lentelé. Cheminés medZziagos, rekomenduojamos techninei kvalifikacijai tikrinti pagal h-CLAT metoda

Kvalifikaciiai tikeinti CV75 h-CLAT rezultatai | h-CLAT rezultatai
5 Jan o Fiziné Prognozé in| etaloninis dél CD86 dél CD54
skirtos cheminés CAS Nr. _ q At 4ol
medZiagos biisena vivol intervalas | (EC150 etaloninis | (EC200 etaloninis

g pg/ml? intervalas png/ml)? | intervalas pg/ml)?
Kietoji Jautrinanti Teigiama Teigiama
2,4-dinitrochlorbenzenas 97-00-7 ) medziaga 2-12 g g
medZiaga e (0,5-10) (0,5-15)
(ypac stipriai)
L Jautrinanti .. ..
4-fenilendiaminas 106-50-3 | NI e giaga 5-95 Teigiama Nelgiama
medZziaga LS (<40) >1,5)
(stipriai)
Jautrinanti
i Kietoji medZziaga Teigiama Teigiama
Nikelio sulfatas 10101-97-0 medziaga (vidutinio 30-500 (<100) (10-100)
stiprumo)
Jautrinanti
. Kietoji medziaga Neigiama Teigiama
2-merkaptbenzotiazolas 149-30-4 medziaga (vidutinio 30400 10y’ (10-140)
stiprumo)
Jautrinanti Neigiama Teigiama
R(+)-limonenas 5989-27-5 | Skystis medziaga >20 el &
. ; (>5) (<250)
(silpnai)
Kietoji Jautrinanti Teigiama Teigiama
Imidazolidinilo §lapalas | 39236-46-9 10) medziaga 25-100 & &
medZziaga . ; (20-90) (20-75)
(silpnai)
. . . Nejautrinanti Neigiama Neigiama
Izopropilo alkoholis 67-63-0 Skystis mediaga >5 000 (>5 000) 5 OOO)
. . . Nejautrinanti Neigiama Neigiama
Glicerolis 56-81-5 Skystis mediaga >5 000 (>5 000) 5 OOO)
. . . Nejautrinanti Neigiama Neigiama
Pieno rugstis 50-21-5 Skystis mediaga 1 500-5 000 (>5 000) (>5 000)
. o Kietoji Nejautrinanti Neigiama Neigiama
?Smmobenzenkarbokswugst 150-13-0 medziaga mediaga >1 000 (>1 000) (>1 000)

Santrumpos: CAS Nr. — Cheminiy medziagy santrumpy tarnybos registro numeris.
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! Pavojaus (ir veikimo gebos) in vivo prognozé pagrista LLNA duomenimis (3) (14). Veikimo in vivo geba gauta taikant
ECETOC pasitlytus kriterijus (24).

2 Pagrista anksciau nustatytomis vertémis (13) (25).

3 Praeityje dél Sio zymens buvo gauti daugiausia neigiami rezultatai, todé¢l labiausiai tikétina, kad rezultatas bus neigiamas.
Pateiktas intervalas buvo nustatytas remiantis keliais ankséiau gautais teigiamais rezultatais. Tuo atveju, jei blty gautas teigiamas
rezultatas, efektyviosios koncentracijos (EC) verté turéty buti pateiktame etaloniniame intervale.
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2 priedélis

ODOS JAUTRINIMAS IN VITRO. U937 LASTELIU LINIJOS AKTYVINIMO BANDYMAS
(U-SENS™)

PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

1.

Atliekant U-SENS™ bandymg kiekybiskai nustatomas lgsteliy pavirSinio Zymens, siejamo
su monocity ir dendritiniy Igsteliy aktyvinimo procesu (t. y. CD86), ekspresijos pokytis
zmogaus histiocitinés limfomos Iagsteliy linijos U937 lastelése, jas paveikus
jautrinanc¢iomis medziagomis (1). ISmatuoti lasteliy linijos U937 lasteliy pavirSinio Zymens
CD86 ekspresijos lygiai naudojami padedant skirti odg jautrinanc¢ias ir jos nejautrinancias
medziagas.

Bandymas U-SENS™ buvo jvertintas atlikus ,,.’Oreal” koordinuojama jo tinkamumo
patvirtinimo tyrimg (2) ir paskesne nepriklausomg ekspertize, kurig atliko Europos
Sajungos bandymy su gyvinais alternatyvy etaloninés laboratorijos (EURL ECVAM)
mokslinis patariamasis komitetas (ESAC) (3). Atsizvelgus 1 visus turimus jrodymus ir |
reguliavimo institucijy bei suinteresuotyjy subjekty jnaSus, bandymas U-SENS™ buvo
EURL ECVAM rekomenduotas (4) naudoti kaip IATA dalis, padedant skirti oda
jautrinanc¢ias ir nejautrinancias medziagas, kad biity galima jas klasifikuoti pagal
pavojingumg ir atitinkamai Zenklinti. EBPO rekomendaciniame dokumente d¢l praneSimo
apie struktirinius metodus, pagal kuriuos susiejami duomenys ir atskiri informacijos
Saltiniai, naudojami IATA sistemoje dél odos jautrinimo, Siuo metu aptariami keliy atvejy
tyrimai, apibiidinant jvairias bandymy strategijas ir prognozavimo modelius. Vienas i§ $iy
Ivairiy nustatyty metody yra pagristas U-SENS tyrimu (5). U-SENS™ duomeny
naudojimo kartu su kita informacija, jskaitant ankstesnius duomenis ir esamus patvirtintus
duomenis apie zmones (6), pavydziy pateikta ir kitoje literaturoje (4) (5) (7).

. Jrodyta, kad U-SENS™ bandyma galima pritaikyti laboratorijose, turinciose lasteliy

kultiry auginimo metody naudojimo ir t€ékmeés citometrinés analizés atlikimo patirties.
Tikétinas prognoziy laboratorinio ir tarplaboratorinio atkuriamumo lygis atliekant §j
bandymg atitinkamai yra apie 90 % ir 84 % (8). IS rezultaty, gauty atlikus tinkamumo
patvirtinimo tyrimg (8) ir kitus paskelbtus tyrimus (1), apskritai matyti, kad, palyginti su
LLNA rezultatais, odg jautrinanc¢iy (t. y. JT GHS ar CLP 1 kategorijos) ir nejautrinanciy
medziagy skyrimo tikslumas yra 86 % (N = 166), esant 91 % (118/129) jautriui ir 65 %
(24/37) specifiSkumui. Palyginti su Zzmoniy tyrimy rezultatais, oda jautrinanciy (t.y.
JT GHS ar CLP 1 kategorijos) ir nejautrinan¢iy medziagy skyrimo tikslumas yra 77 % (N
= 101), esant 100 % (58/58) jautriui ir 47 % (20/43) specifiskumui. Klaidingai neigiamos
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prognozés atliekant bandymag U-SENS™, palyginti su LLNA, yra labiau tikétinos dé¢l ty
cheminiy medziagy, kuriy odos jautrinimo geba yra maza arba vidutiné (t. y. JT GHS ar
CLP 1B subkategorijos medziagy), negu ty cheminiy medziagy, kuriy odos jautrinimo
geba yra didelé (t.y. JT GHS ar CLP 1A subkategorijos) (1) (8) (9). IS visos S$ios
informacijos yra aiSkus U-SENS™ bandymo naudingumas padedant nustatyti odos
jautrinimo pavojus. Vis délto ¢ia pateiktos tikslumo vertés, kai U-SENS™ atliekamas kaip
atskiras bandymas, yra tik orientacinés, nes §io bandymo duomenis reikéty vertinti kartu su
informacija 1§ kity Saltiniy, kaip IATA dalj, ir pagal bendrojo jvado 7 ir 8 punktuose
pateiktas nuostatas. Be to, vertinant odos jautrinimo bandymy ne su gyviinais metodus,
reikéty turéti omenyje, kad LLNA bandymas ir kiti bandymai su gyviinais gali nevisiskai
tiksliai parodyti su Zmonémis susijusig padét;.

Remiantis Siuo metu turimais duomenimis, jsitikinta, kad U-SENS™ bandymas tinka
bandomosioms cheminéms medziagoms (iskaitant kosmetikos ingredientus, pvz.,
konservantus, pavirS§inio aktyvumo medziagas, veikligsias medZziagas, daziklius),
apimancioms jvairias organines funkcines grupes, fizikines ir chemines savybes, odos
jautrinimo geba (kaip nustatyta atlickant in vivo tyrimus) ir su odos jautrinimu siejamy
reakcijos mechanizmy spektra (t. y. Michael’o akceptorius, Schiff’o bazés susidarymas,
acilo perdavimo agentas, nukleofilinis bimolekulinis pakeitimas (SN2) arba nukleofilinis
aromatinis pakeitimas (SNAr)) (1) (8) (9) (10). U-SENS™ bandymas tinka bandomosioms
cheminéms medZiagoms, kurios yra tirpios arba sudaro stabilig dispersijg (t. y. koloidus ar
suspensijas, 1§ kuriy bandomoji cheminé medziaga neiSkrenta j nuosédas ir nesudaro su
tirpikliu ar nes$ikliu skirtingy faziy) tinkamame tirpiklyje ar neSiklyje (Zr. 13 punkta). Pagal
U-SENS™ metoda buvo gautos teisingos prognozés dél cheminiy medziagy, itraukty i
duomeny rinkinj, apie kurias praneSta kaip apie prehaptenus (t. y. medziagas, kurios
aktyvinamos oksidacija) arba prohaptenus (t.y. medziagas, kurias biitina aktyvinti
fermentais, pvz., P450 fermentais) (1) (10). Tiriant lgsteliy membrang ardancias
medziagas, gali biiti gauta klaidingai teigiamy rezultaty dél nespecifinio CD86 ekspresijos
padidéjimo, nes 3 1§ 7 atvejy gauti klaidingai teigiami rezultatai, palyginti su in vivo
etalonine klasifikacija, buvo dél pavirSinio aktyvumo medZiagy (1). Taigi, pavirSinio
aktyvumo medziagy bandymy teigiamus rezultatus reikéty vertinti atsargiai, taCiau
neigiamais rezultatais dél Siy medziagy gali biiti tinkama remtis nustatant, kad bandomoji
cheminé medziaga néra jautrinanti. Fluorescuojancios bandomosios cheminés medZiagos
gali buti vertinamos pagal U-SENS™ (1), taciau stipriai fluorescuojanc¢ios bandomosios
cheminés medziagos, kuriy skleidziamy bangy ilgis toks pat kaip fluoresceino
izotiocianato (FITC) ar propidiumo jodido (PI), kliudo tékmés citometriniam nustatymui,
todel nejmanoma jy tiksliai jvertinti naudojant FITC konjuguotus antikinus (galimas
klaidingai neigiamas rezultatas) ar PI (nejmanoma iSmatuoti gyvybingumo). Tokiu atveju
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gali buti atitinkamai naudojami kiti fluorochromu Zyméti antikiinai arba kiti
citotoksiskumo Zymenys, jei galima jrodyti, kad juos naudojant gaunami panasis rezultatai
kaip ir naudojant FITC Zymétus antikiinus arba PI (zr. 18 punkta), pvz., atliekant 2.2
pried¢lyje nurodyty kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy bandymus.
Atsizvelgiant | tai, kas iSdéstyta, pavirSinio aktyvumo medZziagy teigiami rezultatai ir
stipriai fluorescuojan¢iy bandomyjy cheminiy medziagy neigiami rezultatai turéty buti
aiSkinami atsizvelgiant | nustatytus apribojimus ir kartu remiantis kitais informacijos
Saltiniais IATA sistemoje. Tais atvejais, kai yra jrodymy, kad U-SENS™ bandymas
netinka kity konkreciy kategorijy bandomosioms cheminéms medziagoms, jo nereikéty
atlikti dél ty konkreciy kategorijy medziagy.

5. Kaip apraSyta pirmiau, U-SENS™ bandymu padedama skirti oda jautrinanc¢ias medZziagas
nuo nejautrinanciy medziagy; taciau jis taip pat gali padéti vertinti jautrinimo geba, kai
taikomas pagal integruotuosius metodus, tokius kaip IATA. Vis délto biitina toliau dirbti
(geriausia remiantis duomenimis apie zmones) siekiant nustatyti, kaip U-SENS™
rezultatais biity galima pagrijsti jautrinimo gebos vertinimg.

6. Terminy apibréztys pateiktos 2.1. priedélyje.

BANDYMO PRINCIPAS

7. Bandymas U-SENS™ — tai tyrimas in vitro, kur] atliekant kiekybiSkai nustatomi lgsteliy
pavir§inio Zymens CD86 ekspresijos pokyc€iai Zmogaus histiocitinés limfomos lasteliy
linijjos U937 lastelése po 45 + 3 valandy veikimo bandomgja chemine medZiaga. CD86
pavir$inis Zymuo yra tipinis U937 lasteliy aktyvinimo Zymuo. Yra Zinoma, kad CD86 yra
kostimuliaciné¢ molekulé, galinti atkartoti monocitinj aktyvinima, kuris yra ypa¢ svarbus
T lgsteliy aktyvinimui. Lasteliy pavirSinio Zymens CD86 ekspresijos pokyciai matuojami
tekmes citometrijos biidu, pries§ tai nudazius lasteles, paprastai fluoresceino izotiocianatu
(FITC) zymeétais antikiinais. Kartu atliekamas ir citotoksiSkumo matavimas (pvz.,
naudojant PI), vertinant, ar Igsteliy pavir§inio Zymens CD86 ekspresijos didinimas vyksta
esant maZesnéms nei citotoksiSkos koncentracijoms. Lasteliy pavirSinio Zymens CD86
stimuliavimo indeksas (SI), palyginti su tirpiklio ar neSiklio kontroliniu bandiniu,
apskai¢iuojamas ir naudojamas pagal prognozavimo modelj (Zr. 19 punkta), taip padedant
skirti jautrinancias ir nejautrinancias medziagas.

KVALIFIKACIJOS JRODYMAS

8. Pries pradédamos jprastai atlikti Siame priedélyje aprasSyta bandymag pagal bandymo
metoda B.71, laboratorijos turéty jrodyti savo techning kvalifikacija naudodamos 10
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kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy, kuriy sarasas pateiktas 2.2. priedélyje,
pagal geraja in vitro metody taikymo praktikg (11). Be to, Sio bandymo naudotojai turéty
turéti ankstesniy duomeny baze, kurioje biity kaupiami duomenys, gauti atliekant
reaktyvumo patikrinimus (zr. 11 punkta) ir naudojant teigiamus bei tirpiklio ar neSiklio
kontrolinius bandinius (zr. 15-16 punktus), ir Siais duomenimis reikéty naudotis
patvirtinant tolesnj §io bandymo atkuriamumga savo laboratorijoje laikui bégant.

PROCEDURA

9.

Sis bandymas pagrjstas U-SENS™ DB-ALM (angl. DataBase service on ALternative
Methods to animal experimentation — bandymams su gyviinais alternatyviy metody
duomeny bazés paslauga) protokolu Nr. 183 (12). Idiegiant ir atlickant U-SENS™
bandymga laboratorijoje turéty biiti taikomos standartinés veiklos procediiros (SVP). U-
SENS™ bandymga galima atlikti naudojant automatizuota sistema, jei galima jrodyti, kad
taip gaunami panaSiis rezultatai, pavyzdziui, atliekant 2.2. priedélyje nurodyty
kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medZiagy bandymus. Toliau apraSyti pagrindiniai U-
SENS™ bandymo komponentai ir procediiros.

Lasteliy paruoSimas

10. Atliekant U-SENS™ bandymg turéty biti naudojama zmogaus histiocitinés limfomos

1.

lasteliy linija U937 (13). Lasteles (klonas CRL1593.2) reikéty gauti 1§ kvalifikuoto 13steliy
banko, tokio kaip ,,American Type Culture Collection®.

U937 lgsteles auginamos 37 °C temperatiiroje, esant 5 % CO» ir drégnai atmosferai, terpéje
RPMI-1640, papildytoje 10 % verSelio embriono serumo (FCS), 2 mM L-glutamino, 100
vnt./ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino (visos sudéties terpe). U937 lastelés
reguliariai séjamos kas 2—3 dienas atitinkamai 1,5 ar 3 x 10° lIgsteliy/ml tankiu. Lasteliy
tankis turéty biiti ne didesnis kaip 2 x 10° lgsteliy/ml, o lasteliy gyvybingumas,
matuojamas atmetimo principu, naudojant tripano mélj, turéty biti > 90 % (tai netaikoma
per pirmajj s€jimg po atitirpinimo). Reikéty patikrinti kiekvienos lgsteliy, FCS ar antikiiny
partijos tinkamumg, atliekant reaktyvumo patikrinimg, prie§ naudojant jas bandymui.
Lasteliy reaktyvumo patikrinimas turéty biiti atlickamas praéjus bent vienai savaitei po
atitirpinimo, naudojant teigiamg kontrolinj bandinj su pikrilsulfonrigstimi (2,4,6-
trinitrobenzensulfoning¢ rugstis, TNBS) (CAS Nr. 2508-19-2, >99 % grynumo) ir neigiama
kontrolinj bandinj su pieno riigstimi (CAS Nr. 50-21-5, >85 % grynumo). Atliekant
reaktyvumo patikrinimg, turéty biti bandomos kiekvieno i§ dviejy kontroliniy bandiniy
SeSios galutinés koncentracijos (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75, 100 pg/ml, pieno rigsties: 1,
10, 20, 50, 100, 200 pg/ml). TNBS, soliubilizuota visos sudéties terpéje, turéty sukelti
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teigiamg ir su koncentracija susijusj CD86 atsaka (pvz., kai po teigiamo atsako
koncentracijos, kuriai esant CD86 stimuliavimo indeksas (SI) > 150, tolesnés
koncentracijos CD86 SI yra didesnis), o naudojant pieno riigstj, soliubilizuotg visos
sudéties terpeje, CD86 atsakas turéty biiti neigiamas (zr. 21 punktg). Tyrimui turéty biti
naudojama tik tokia lasteliy partija, kurios reaktyvumo patikrinimas atliktas 2 kartus.
Lasteles galima dauginti ne ilgiau kaip septynias savaites po atitirpinimo. S¢jimy skaicius
neturéty virSyti 21. Reaktyvumo patikrinimas turéty buti atliekamas pagal 18-22
punktuose apraSytas procediiras.

Bandymui U937 lastelés sé¢jamos 3 x 10° Iasteliy/ml arba 6 x 10° lasteliy/ml tankiu ir jy
kultiira 1§ anksto ruoSiama auginimo kolbose atitinkamai 2 dienas arba 1 dieng. Kulttiros
paruoSimo salygos gali biiti ir kitokios, negu aprasyta pirmiau, jei pateikiamas pakankamas
mokslinis to pagrindimas ir galima jrodyti, kad taip gaunami panaSiis rezultatai,
pavyzdziui, atliekant 2.2. priedélyje nurodyty kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy
medziagy bandymus. Bandymo dieng i§ auginimo kolbos surinktos Igstelés
resuspenduojamos naujoje auginimo terpéje 5 x 10° Iasteliy/ml tankiu. Tada lgstelés
paskirstomos 96 duobuciy ploks¢iadugnéje mikrotitravimo ploksteléje, kurios duobuciy
tiiris 100 pl (galutinis lasteliy tankis 0,5 x 10° asteliy kiekvienoje duobutéje).

Bandomuyjy cheminiy medZiagy ir kontroliniy medZiagy paruosimas

13.

14.

Prie§ bandymga atliekamas tirpumo vertinimas. Siuo tikslu bandomosios cheminés
medziagos iStirpinamos arba stabiliai disperguojamos visos sudéties terpéje, gaunant
50 mg/ml koncentracijg (Siam tirpikliui teikiama pirmenybé¢), arba dimetilsulfokside
(DMSO, 299 % grynumo), kuris yra antras galimas tirpiklis arba neSiklis, jei bandomoji
cheminé medZziaga néra tirpi naudojant visos sudéties terpe kaip tirpikl; ar neSiklj.
Bandymui skirta bandomoji cheminé medZiaga iStirpinama visos sudéties terp¢je, kurioje
jos galutiné koncentracija 0,4 mg/ml, jei ta cheminé medZiaga yra tirpi Siame tirpiklyje ar
neSiklyje. Jei cheminé medziaga yra tirpi tik DMSO, cheminé medZiaga jame iStirpinama
iki 50 mg/ml koncentracijos. Kiti ¢ia neminéti tirpikliai ar neSikliai gali biiti naudojami, jei
pateikiamas pakankamas mokslinis to pagrindimas. Reikéty atsizvelgti 1 bandomosios
cheminés medziagos stabilumg galutiniame tirpiklyje ar nesiklyje.

Bandomosios cheminés medziagos ir kontrolinés medziagos ruoSiamos bandymo dieng.
Kadangi neatlickama dozés nustatymo tyrimo, per pirmg bandymo ciklg turéty buti
bandomos 6 galutinés koncentracijos (1, 10, 20, 50, 100 ir 200 pg/ml) atitinkamame
tirpiklyje ar neSiklyje — visos sudéties terpéje arba terpéje su 0,4 % DMSO. Per paskesnius
bandymo ciklus, pradedant nuo 0,4 mg/ml koncentracijos visos sudéties terpéje ar
50 mg/ml DMSO, bandomyjy cheminiy medziagy tirpalai — bent 4 darbiniai (t.y. bent
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4 koncentracijy) tirpalai — ruo$iami naudojant atitinkama tirpiklj ar nesiklj. Sie darbiniai
tirpalai galiausiai naudojami bandymui, ; mikrotitravimo plokstelés duobutes jpilant po
vienodg tiir] U937 Iasteliy suspensijos (zr. pirmiau, 11 punktg) ir darbinio tirpalo, taip dar
du kartus ji praskiedziant (12). Atitinkamos koncentracijos (bent 4 koncentracijos) per bet
koki paskesnj bandymo cikla parenkamos remiantis atskirais visy ankstesniy cikly
rezultatais (8). Tinkamos naudoti galutinés koncentracijos yra 1, 2, 3, 4, 5, 7,5, 10, 12,5,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 ir 200 pg/ml.
DidZiausia galutiné koncentracija yra 200 pg/ml. Tuo atveju, jei nustatoma CD86 teigiama
vert¢ esant 1 pg/ml, vertinama 0,1 pg/ml koncentracija, siekiant nustatyti tokia
bandomosios cheminés medZiagos koncentracija, kuri nesukelia CD86 atsako, vir§ijancio
teigiamo rezultato riba. Per kiekviena bandymo cikla, jei nustatomas CD86 teigiamas
atsakas j koncentracija, apskai¢iuojama EC150 (cheminés medziagos koncentracija, kuriai
esant pasiekiama CDS86 teigiamo atsako 150 % riba; Zzr. 19 punktg). Kai bandomoji
cheminé medziaga sukelia teigiamg CD86 atsaka, nesusijusj su koncentracija, gali nereikéti
apskaiciuoti EC150, kaip apraSyta U-SENS™ DB-ALM protokole Nr. 183 (12). Per
kiekvieng bandymo cikla, kai tik jmanoma, apskai¢iuojama CV70 (cheminés medziagos
koncentracija, kuriai esant pasiekiama 70 % citotoksiSkumo riba; Zr. 19 punkta) (12).
Siekiant tirti CD86 atsako did¢jimo su koncentracija susijusj poveikj, bet kokios
koncentracijos i§ tinkamy naudoti koncentracijos verciy turéty biiti pasirinktos tolygiais
intervalais tarp EC150 (arba didZiausios CD86 neigiamos necitotoksiS8kos koncentracijos)
ir CV70 (arba didziausios leidziamos koncentracijos, t. y. 200 pg/ml). Palyginimo tikslais
per kiekvieng bandymo ciklg turéty biiti bandomos maziausiai 4 koncentracijos, 1§ kuriy
bent 2 turéty biiti tokios pacios kaip per pirmesn; ciklg arba ciklus.

Per U-SENS™ bandyma tirpiklio ar neSiklio kontroliniam bandiniui naudojama visos
sudeties terpé (bandomosioms cheminéms medZziagoms, kurios yra soliubilizuojamos ar
stabiliai disperguojamos) (Zr. 4 punktg), arba 0,4 % DMSO visos sudéties terpgje
(bandomosioms cheminéms medziagoms, kurios soliubilizuojamos arba stabiliai
disperguojamos DMSO).

Atliekant U-SENS™ bandymga naudojamas teigiamas kontrolinis bandinys su TNBS
(Zr. 11 punktg), paruoStas visos sudéties terpe¢je. TNBS, kaip teigiamas kontrolinis
bandinys atliekant CD86 ekspresijos matavima, turéty biiti naudojama vienos galutinés
koncentracijos ploksteleje (50 pg/ml), lasteliy gyvybingumui esant >70 %. Siekiant
plokstel¢je gauti 50 pg/ml TNBS koncentracija, paruoSiamas TNBS 1 M (t. y. 293 mg/ml)
pradinis tirpalas visos sudéties terp¢je ir dar 2930 karty praskiedZiamas visos sudéties
terpe, gaunant 100 pg/ml darbin;j tirpala. Kaip neigiamas kontrolinis bandinys turéty biiti
naudojama pieno rigstis (CAS 50-21-5), 200 pg/ml koncentracijos, soliubilizuota visos
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sudéties terpeje (iS 0,4 mg/ml pradinio tirpalo). Kiekvienoje mikrotitravimo ploksteléje per
kiekvieng bandymo ciklg paruoSiami trys visos sudéties terpés neapdoroto kontrolinio
bandinio, tirpiklio ar neSiklio kontrolinio bandinio, neigiamo ir teigiamo kontroliniy
bandiniy kartotiniai bandiniai (12). Galima naudoti ir kitokius tinkamus teigiamus
kontrolinius bandinius, jei yra ankstesniy duomeny, i$ kuriy biity galima nustatyti panasius
bandymo eigos priimtinumo kriterijus. Bandymo eigos priimtinumo kriterijai yra tie patys,
kurie apibudinti dél bandomosios cheminés medziagos (zr. 12 punkta).

Bandomuyjy cheminiy medZiagy ir kontroliniy medZiagy jterpimas

17. Tirpiklio ar nesiklio kontrolinis bandinys arba darbiniai tirpalai, aprasSyti 14—16 punktuose,
sumaiSomi santykiu 1:1 (tdrio) su lasteliy suspensijomis, paruo$tomis 96 duobuciy
ploksc¢iadugnéje mikrotitravimo ploksteléje (zZr. 12 punktg). Paruostos plokstelés
45 + 3 val. inkubuojamos 37 °C temperatiiroje, esant 5 % CO,. Prie§ inkubavimag
plokstelés sandariai uzdengiamos pusiau pralaidzia plévele, kad biity iSvengta lakiyjy
bandomyjy cheminiy medziagy garavimo ir kryZminio uZterSimo tarp bandomosiomis
cheminémis medziagomis veikiamy Igsteliy (12).

Lasteliy dazymas

18. Po 45+ 3 val. veikimo bandomgja chemine medZiaga lastelés perkeliamos j V formos
duobuciy mikrotitravimo plokStele ir surenkamos centrifuguojant. Tirpumo trukdis
apibréziamas kaip kristaly arba laseliy susidarymas, matomas per mikroskopa pragjus
45 + 3 val. po apdorojimo (prie$ lasteliy daZyma). Supernatantas pasSalinamas, o likusios
lastelés vienag kartg perplaunamos 100 pl ledo temperatiiros fosfatinio buferinio drusky
tirpalo (PBS), kuriame yra 5 % verSelio embriono serumo (dazymo buferinis tirpalas). Po
centrifugavimo lgstelés resuspenduojamos 100 pl dazymo buferinio tirpalo ir nudazomos
naudojant 5 pl (pvz., 0,25 pg) FITC Zenklinty anti-CD86 ar pelés IgG1 (izotipo) antikiiny
30 min. 4° C temperatiiroje, saugant nuo Sviesos. Turéty biiti naudojami antikiinai, aprasyti
U-SENS™ DB-ALM protokole Nr. 183 (12) (CD86: BD-PharMingen #555657 klonas
Fun-1 arba Caltag/Invitrogen # MHCDS8601 klonas BU63; IgG1: BD-PharMingen #555748
arba Caltag/Invitrogen # GM4992). IS Sio bandymo kiiréjy patirties zZinoma, kad jvairiy
partijy antikiiny fluorescencijos intensyvumas paprastai yra pastovus. Tyrimui gali biti
naudojami ir kiti antikiiny klonai arba kito tiekéjo antikiinai, kuriy reaktyvumas patikrintas
(zr. 11 punktg). Tafiau naudotojai gali apsvarstyti poreikj titruoti antikiinus savo
laboratorijos salygomis, kad nustatyty tinkamiausig naudoti koncentracijg. Kitokig
aptikimo sistemg, pvz., fluorochromu Zymeétus anti-CD86 antikiinus galima naudoti, jei
galima jrodyti, kad gaunami panaSiis rezultatai kaip ir naudojant FITC konjuguotus
antikiinus, pavyzdziui, atliekant 2.2 priedélyje nurodyty kvalifikacijai tikrinti skirty
cheminiy medziagy bandymus. Du kartus perplautos 100 pul dazymo buferinio tirpalo ir

476



D060575/02

vieng kartg — 100 p ledo temperatiiros fosfatinio buferinio drusky tirpalo (PBS), lastelés
resuspenduojamos ledo temperatiros PBS (pvz., 125 ul, kai bandiniai analizuojami
rankiniu biidu imant mégintuvélius vieng po kito, arba 50 ul, kai naudojama automatinio
éminiy émiklio plokstelé), ir jpilama PI tirpalo (galutiné¢ koncentracija 3 pg/ml). Kiti
citotoksiSkumo zymenys, tokie kaip 7-aminoaktinomicinas D (7-AAD) arba tripano mé¢lis,
gali biiti naudojami, jei galima jrodyti, kad alternatyviais dazais gaunami panasiis rezultatai
kaip ir PI, pavyzdziui, atlieckant 2.2 priedélyje nurodyty kvalifikacijai tikrinti skirty
cheminiy medziagy bandymus.

Tékmeés citometriné analizé

19. CD86 ekspresijos lygis ir lasteliy gyvybingumas analizuojami naudojant tékmés
citometrijos metoda. Lastelés parodomos tam tikro dydzio (FSC) ir gridétumo (SSC)
taskin¢je diagramoje, perkeltoje j logaritmine skale, kad buty galima aiSkiai nustatyti
populiacija pirmajame regione R1 ir paSalinti liekanas. I$ kiekvienos duobutés gaunamas
tikslinis bendras 10 000 Iasteliy skaiius R1 regione. To paties R1 regiono Igstelés
pavaizduojamos FL3 ar FL4 / SSC taskinéje diagramoje. Gyvybingos lastelés i§skiriamos
nustatant antrg R2 regiong, kuriam pasirenkama propidiumo jodidu zymeéty neigiamy
lasteliy populiacija (FL3 ar FL4 kanalas). Lasteliy gyvybinguma galima apskaiciuoti
naudojant toliau pateikta lygt] pagal citometrinés analizés programg. Kai Iasteliy
gyvybingumas yra mazas, galima gauti iki 20 000 lasteliy, jskaitant negyvas lgsteles. Kitu
bidu duomenis galima gauti per vieng minut¢ po analizés pradZzios.

gyvy lasteliy skaicius

Lasteliy gyvybingumas = 100

bendras gauty lasteliy skaicius

Tada nustatoma FL1 teigiamy lasteliy procentiné dalis 1§ ty gyvybingy lasteliy, kurios
surinktos pasirinkus R2 regiong (R1 regione). Lasteliy pavirSinio Zymens CD86 ekspresija
analizuojama FL1/SSC taSkinéje diagramoje, sudarytoje parinkus gyvybingy lasteliy
regiong (R2).

Visos sudéties terpés/ IgGl bandiniy duobutéms analizés Zymuo nustatomas artimas
pagrindinei populiacijai, kad visos sudéties terpés kontroliniy bandiniy IgGl biity
tiksliniame 0,6-0,9 % intervale.

Spalvinis trukdis apibréZiamas kaip poslinkis FITC Zenklinty IgG1 antikiiny taskingje
diagramoje (IgG1 FL1 SI geometrinis vidurkis >150 %).

Kontroliniy bandiniy Igsteliy (neapdoroty arba 0,4 % DMSO tirpale) ir bandomosios
cheminés medziagos paveikty lasteliy CD86 stimuliavimo indeksas (SI) apskai¢iuojamas
pagal Sig lygti:
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cD86*paveikty lasteliy proc.—1gG1t paveikty lasteliy proc.

Ay 100

"~ cD86* kontroliniy lasteliy proc.— [gG1* kontroliniy lasteliy proc.

,,1gG1" neapdoroty kontroliniy Igsteliy proc. — FL1 teigiamy IgG1 lgsteliy procentiné dalis,
nustatyta analizés Zymeniu (priimtinas intervalas yra >0,6 % ir <1,5 %, zr. 22 punkta), i$
visy gyvybingy neapdoroty lasteliy.

,JgG17/CD86" kontroliniy / apdoroty lasteliy proc. — FL1 teigiamy IgG1/CD86 lasteliy
procentin¢ dalis, nustatyta nekeiCiant analizés Zzymens pozicijos, 1§ visy gyvybingy
kontroliniy ar apdoroty lgsteliy.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS

Duomeny vertinimas

20. Atlieckant U-SENS™ bandymg apskai¢iuojami $ie parametrai: CV70 verté, t.y.
koncentracija, kuriai esant U937 lasteliy iSgyvenimas 70 % (30 % citotoksiSkumas), ir
EC150 vertg, t. y. koncentracija, kuriai esant bandomyjy cheminiy medZiagy sukelto CD86
stimuliavimo indeksas (SI) yra 150 %.

CV70 apskai¢iuojama logaritminiu tiesiniu interpoliavimu pagal $ig lygti:
CV70=Cl1+[(VI-70)/(V1-V2)*(C2-Cl1)]

kurioje:

V1 — maziausia lgsteliy gyvybingumo verté virs 70 %,

V2 — didziausia lasteliy gyvybingumo verté Zemiau 70 %.

C1 ir C2 — atitinkamos koncentracijos, kurioms esant gautos lasteliy gyvybingumo vertés
Vl1ir V2.

Gyvybingumas (vidutinis), proc.

Vi

I e e
V2 —

v Dozé (ug/mL)
Cl CV70 C2

CV70 verte gali buti gaunama ir kitais metodais, jei jrodoma, kad tai neturi poveikio
rezultatams (pvz., atliekant kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy bandymus).
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EC150 apskai¢iuojama logaritminiu tiesiniu interpoliavimu pagal §ig lygtj:
EC150=C1 +[(150-SI1)/(S12-SI1)* (C2-C1)]

kurioje:

C1 — didziausia koncentracija pg/ml, kai CD86 SI < 150 % (SI 1),

C2 — maziausia koncentracija pg/ml, kai CD86 SI > 150 % (SI 2).

CDR6-TeG1 S.1.
A

S.12
150 === i

o
o
8
8
K
8

S.I1

v > Doze (ng/mL)
Cl1 ECI50 C2

EC150 ir CV70 vertes apskaiciuojamos:

per kiekvieng bandymo cikla: atskiros EC150 ir CV70 vertés naudojamos kaip priemonés
tiriant CD86 atsako didé¢jimo su koncentracija susijusj poveikj (Zr. 14 punkta),

remiantis vidutinémis gyvybingumo vertémis, nustatoma bendra CV70 (12),

remiantis vidutiniu CD86 verciy SI, nustatomas bandomosios cheminés medziagos, dél
kurios pagal U-SENS™ metoda gauta TEIGIAMA prognoze, bendras EC150
(zr. 21 punkta) (12).

Prognozavimo modelis

21. Atliekant CD86 ekspresijos matavimg, kiekviena bandomoji cheminé¢ medziaga bandoma

bent keturiy koncentracijy ir bent per du atskirus bandymo ciklus (atlieckamus skirtingomis
dienomis), gaunant vieng prognoz¢ (NEIGIAMA arba TEIGIAMA).

Atskira kurio nors U-SENS™ bandymo ciklo iSvada laikoma neigiama (toliau — N), jei
CD86 SI yra mazesnis nei 150 % esant visoms necitotoksiSkoms koncentracijoms (lgsteliy
gyvybingumas >70 %) ir nepastebima trukdziy (citotoksiSkumo, tirpumo (zr. 18 punktg) ar
spalviniy trukdziy (zr. 19 punkta), nepriklausomai nuo to, kokioms necitotoksiSkoms
koncentracijoms esant pastebimas toks trukdis). Visais kitais atvejais, kai CD86 SI yra
150 % ar didesnis ir (arba) pastebima trukdziy, atskira to U-SENS™ bandymo ciklo
iSvada laikoma teigiama (toliau — T).
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- U-SENS™ prognoz¢ laikoma NEIGIAMA, jei bent dviejy atskiry bandymo cikly
rezultatai yra neigiami (N) (1 diagrama). Jei abiejy pirmy bandymo cikly rezultatai yra
neigiami (N), U-SENS™ prognozé laikoma NEIGIAMA ir trecio ciklo atlikti nereikia.

- U-SENS™ prognoz¢ laikoma TEIGIAMA, jei bent dviejy atskiry bandymo cikly
rezultatai yra teigiami (T) (1 diagrama). Jei abiejy pirmy bandymo cikly rezultatai yra
teigiami (T), U-SENS™ prognoz¢ laikoma TEIGIAMA ir trecio ciklo atlikti nereikia.

- Kadangi neatlickama dozés nustatymo tyrimo, daroma iSimtis, jei per pirmaji bandymo
cikla CD86 SI yra lygus 150 % arba didesnis tik esant didZiausiai necitotoksiSkai
koncentracijai. Tas ciklas tada laikomas NEGALUTINIU (NG) ir reikéty per papildomus
ciklus istirti papildomas koncentracijas (tarp didziausios necitotoksiskos koncentracijos ir
maziausios citotoksiSkos koncentracijos — zr. 20 punkta). Tuo atveju, jei nustatoma, kad
tam tikras ciklas yra negalutinis (NG), reikeéty dar bent 2 papildomy cikly, ir ketvirto ciklo
tuo atveju, jei 2 ir 3 cikly rezultatai nesutampa (skirtingai N ir (arba) T) (1 diagrama).
Paskesniy cikly rezultatai bus laikomi teigiamais, net jei tik vienos necitotoksiskos
koncentracijos CD86 verté bus lygi 150 % ar didesné, nes koncentracijos vertés yra
atitinkamai nustatytos tai konkreciai bandomajai cheminei medziagai. Galutin¢ prognoze
bus pagrista per tris arba keturis atskirus bandymo ciklus gauty rezultaty dauguma (t. y. 2
1§ 3 arba 2 i§ 4) (1 diagrama).

1 diagrama. Prognozavimo modelis, naudojamas atlickant U-SENS™ bandyma. U-SENS™ prognoz¢
reikéty vertinti remiantis [ATA sistema ir laikantis 4 punkto ir bendrojo jvado 7, 8 bei 9 punkty nuostaty.
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N — ciklas, kurio metu nenustatyta CD86 teigiamo atsako ar trukdziy;
T — ciklas, kurio metu nustatytas CD86 teigiamas atsakas ir (arba) trukdziai;

NG - negalutinis. Pirmas bandymo ciklas yra negalutinis, kai CD86 yra teigiamas tik esant didziausiai
necitotoksiskai koncentracijai.

#: negalutiné (NG) atskira iSvada, padaryta tik dél pirmojo bandymo ciklo, visada reiskia, kad reikia atlikti trecia
cikla, kad buty gauta teigiamy (T) arba neigiamy (N) i§vady dauguma bent per 2 i§ 3 atskiry cikly.
$: Siuose langeliuose parodyti atitinkami visy trijy cikly rezultaty deriniai, remiantis per pirmus du ciklus gautais

rezultatais, parodytais auksciau esanciame langelyje.

o.

: Sivose langeliuose parodyti atitinkami visy keturiy cikly rezultaty deriniai, remiantis per pirmus tris ciklus
gautais rezultatais, parodytais auks¢iau esanéiame langelyje.

Priimtinumo Kkriterijai
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22. Atliekant U-SENS™ bandyma turéty biiti tenkinami Sie priimtinumo kriterijai (12):

45 + 3 val. veikimo bandomgja medziaga laikotarpio pabaigoje vidutinis trijy kartotiniy
bandiniy neapdoroty U937 lgsteliy gyvybingumas turi biiti >90 % ir neturi biiti nustatyta
CD86 ekspresijos poslinkio. Neapdoroty U937 lgsteliy CD86 baziné ekspresija turi biiti
intervale nuo >2 % iki <25 %;

kai DMSO naudojamas kaip tirpiklis, DMSO neSiklio kontrolinio bandinio tinkamumas
jvertinamas apskaiC¢iuojant DMSO stimuliavimo indeksa (SI), palyginant jj su
neapdorotomis Igstelémis, ir vidutinis trijy kartotiniy bandiniy lasteliy gyvybingumas turi
biti >90 %. DMSO nesiklio kontrolinis bandinys yra tinkamas, jei jo trijy kartotiniy
bandiniy CD86 SI vidutiné verté yra mazesné nei neapdoroty U937 lasteliy trijy kartotiniy
bandiniy CD86 SI vidurkio 250 %;

bandymo ciklai laikomi tinkamais, jei bent dvi i$ trijy neapdoroty U937 Iasteliy I1gG1
verciy yra intervale nuo >0,6 % iki <1,5 %;

kartu bandytas neigiamas kontrolinis (pieno riigties) bandinys laikomas tinkamu, jei bent
dviejy 1§ trijy kartotiniy bandiniy rezultatai yra neigiami (CD86 SI <150 %) ir
necitotoksiski (Iasteliy gyvybingumas >70 %);

teigiamas kontrolinis (TNBS) bandinys laikomas tinkamu, jei bent dviejy 1§ trijy kartotiniy

bandiniy rezultatai yra teigiami (CD86 SI > 150 %) ir necitotoksiski (Igsteliy
gyvybingumas >70 %).

Bandymo ataskaita

23. I bandymo ataskaitg turéty biiti jtraukta $i informacija:

Bandomoji cheminé medziaga

Vienkomponenté medZiaga:

cheminis identifikavimas, toks kaip [UPAC ar CAS pavadinimas (-ai), CAS numeris (-iai),
SMILES Zyméjimas ar InChl kodas, struktiiriné formulé ir (arba) kiti identifikavimo
duomenys;

fiziné iSvaizda, tirpumas visos sudéties terp¢je, tirpumas DMSO, molekuliné mas¢ ir
papildomos svarbios fizikinés ir cheminés savybés (tiek, kiek zinoma);

grynumas, priemaiSy cheminé tapatybé (kai tinka ir jei praktiSkai jmanoma) ir kt.;
apdorojimas prie§ bandyma, jei taikomas (pvz., Sildymas, malimas);

bandomoji (-osios) koncentracija (-0s);
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- laikymo sglygos ir stabilumas (tiek, kiek zinoma);

- pagrindimas, kodél pasirinktas tam tikras tirpiklis ar neSiklis kiekvienai bandomajai
cheminei medZziagai.
Daugiakomponenté medziaga, UVCB ir miSiniai:

- kuo iSsamesnis apibiidinimas, pvz., chemin¢ tapatybé (zr. pirmiau), grynumas, kiekybiné
sudétis ir svarbios fizikinés ir cheminés savybés (zr. pirmiau), budingos sudedamosioms
dalims (tiek, kiek zinoma);,

- fizin¢ iSvaizda, tirpumas visos sudéties terp¢je, tirpumas DMSO ir papildomos svarbios
fizikinés ir cheminés savybés (tiek, kiek Zinoma);

- molekuliné mas¢ arba vidutiné molekuliné mase, jei tai yra Zinomos sudéties miSiniai ar
polimerai, arba kita Siam tyrimui svarbi informacija;

- apdorojimas pries bandyma, jei taikomas (pvz., Sildymas, malimas);

- bandomoji (-osios) koncentracija (-0s);

- laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek zinoma);

- pagrindimas, kodél pasirinktas tam tikras tirpiklis ar neSiklis kiekvienai bandomajai
cheminei medziagai.

Kontroliniai bandiniai

Teigiamas kontrolinis bandinys:

- cheminis identifikavimas, toks kaip [IUPAC ar CAS pavadinimas (-ai), CAS numeris (-ia1),
SMILES Zyméjimas ar InChl kodas, struktiiriné formulé ir (arba) kiti identifikavimo
duomenys;

- fiziné iSvaizda, tirpumas DMSO, molekuliné masé ir papildomos svarbios fizikinés ir
cheminés savybes (tiek, kiek Zinoma, ir kai tinka);

- grynumas, priemaiSy cheminé tapatybé¢ (kai tinka ir jei praktiSkai jmanoma) ir kt.;
- apdorojimas prie§ bandyma, jei taikomas (pvz., Sildymas, malimas);

- bandomoji (-osios) koncentracija (-0s);

- laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek Zinoma);

- nuoroda j ankstesnius teigiamus kontroliniy bandiniy rezultatus, 1§ kuriy nustatyti tinkami
bandymo eigos priimtinumo kriterijai (jei tinka).
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Neigiamas ir tirpiklio ar neSiklio kontroliniai bandiniai:

cheminis identifikavimas, toks kaip [IUPAC ar CAS pavadinimas (-ai), CAS numeris (-iai),
SMILES Zyme¢jimas ar InChl kodas, struktiiriné formulé ir (arba) kiti identifikavimo
duomenys;

grynumas, priemaisy cheming tapatybé (kai tinka ir jei praktiskai jmanoma) ir kt.;

fiziné iSvaizda, molekuliné masé ir papildomos svarbios fizikinés ir cheminés savybés
(tiek, kiek Zinoma) tuo atveju, jei naudojamas ne vienas i§ nurodyty bandymo gairése, o
kitas kontrolinio bandinio tirpiklis ar neSiklis;

laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek Zinoma);

pagrindimas, kodé¢l pasirinktas tam tikras tirpiklis ar neSiklis kiekvienai bandomajai
cheminei medziagai.

Bandymo sqlygos

Réme¢jo pavadinimas ir adresas, bandymy laboratorija ir tyrimo vadovas;

naudoto bandymo apraSymas;

naudojama lasteliy linija, jos laikymo salygos ir Saltinis (pvz., jstaiga, i§ kurios gautos
lastelés);

naudojama tékmés citometrijos jranga (pvz., modelis), jskaitant prietaisy nuostacius,
antikiinus ir naudojamg citotoksiSkumo zZymeny;

pagal kokig procediirg jrodyta laboratorijos kvalifikacija atlikti §j bandyma, atliekant
kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medZiagy bandymus, ir pagal kokig procediirg
jrodytas $io bandymo atlikimo atkuriamumas laikui bégant, pvz., remiantis ankstesniais
kontroliniais duomenimis ir (arba) ankstesniy reaktyvumo patikrinimy duomenimis.

Bandymo priimtinumo kriterijai

Lasteliy gyvybingumo ir CD86 stimuliavimo indekso (SI) vertés, gautos naudojant
tirpiklio ar neSiklio kontrolinj bandinj, palyginti su nustatytais priimtinumo intervalais;

lasteliy gyvybingumo ir SI vertés, gautos naudojant teigiamg kontrolinj bandinj, palyginti
su nustatytais priimtinumo intervalais;

lasteliy gyvybingumas esant visoms bandymui naudojamoms bandomosios cheminés
medZiagos koncentracijoms.

Bandymo procediira
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- Bandymo cikly skaicius;

- bandomosios cheminés medziagos koncentracijos, jos jterpimas ir pasirinktas veikimo
laikas (jei skiriasi nuo rekomenduojamo);

- veikimo bandomaja medziaga trukmé;
- atliekant vertinimg ir priimant sprendimg taikyty kriterijy apraSymas;

- bet kokiy bandymo procediiros keitimy aprasymas.

Rezultatai

- Duomeny lenteleé, jskaitant CV70 vertg (jei tinka), stimuliavimo indeksa (SI), Iasteliy
gyvybingumo vertes, EC150 vertes (jei tinka), gautas i§ bandomosios cheminés medziagos
bandiniy ir teigiamo kontrolinio bandinio per kiekvieng cikla, ir nurodyta bandomosios
cheminés medziagos vertinimg pagal prognozavimo modelj;

- bet kokiy kity svarbiy stebéjimy aprasymas (jei tinka).

Rezultaty aptarimas

- Atliekant U-SENS™ bandymg gauty rezultaty aptarimas;

- bandymo rezultaty apsvarstymas atsizvelgiant | IATA sistema, jei turima ir kitos svarbios
informacijos.

Isvados
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2.1. priedélis

TERMINU APIBREZTYS

Tikslumas — bandymo rezultaty ir patvirtinty pamatiniy ver¢iy sutapimo artumas. Tai yra
bandymo atlikimo charakteristiky matas ir vienas i$ tinkamumo aspekty. Sis terminas daznai
vartojamas kaip lygiavertis terminui ,atitiktis* ir reiSkia tinkamy bandymo rezultaty
dalj (14).

Nepalankios baigties kelias (angl. Adverse Outcome Pathway, AOP) — jvykiy seka nuo
tikslinés cheminés medZiagos ar panasiy cheminiy medziagy grupés cheminés struktiiros per
molekulinio inicijavimo jvyk]j iki in vivo tiriamo rezultato (15).

CD86 atsakas | koncentracija — priklausomumas nuo koncentracijos (arba atsakas
koncentracija), kai po teigiamos koncentracijos (kuriai esant CD86 stimuliavimo indeksas
(SI) > 150) tolesnés koncentracijos CD86 SI yra didesnis.

Cheminé medZiaga — medziaga arba miSinys.
CV70 — nustatyta koncentracijos verté, kuriai esant Iasteliy gyvybingumas yra 70 %.

Poslinkis yra, kai: i) neapdoroto kontrolinio kartotinio 3 bandinio pakoreguota %CD86"
vert¢ yra mazesné¢ nei neapdoroty kontroliniy kartotiniy 1 ir 2 bandiniy pakoreguotos
%CD86" vertés vidurkio 50 %; ir ii) neigiamo kontrolinio kartotinio 3 bandinio pakoreguota
%CD86" verté yra mazesné nei neigiamy kontroliniy kartotiniy 1 ir 2 bandiniy
pakoreguotos %CD86" vertés vidurkio 50 %.

EC150 — nustatytos koncentracijos vertés, kurioms esant CD86 ekspresijos SI yra 150 %.

Tékmés citometrija — citometrinis metodas, pagal kurj lgstelés viena po kitos
suspenduojamos skysCio tékméje ir leidziamos per jaudrinancios Sviesos zidinj, kuriame
Sviesa iSskaidoma toms lgsteléms ir jy sudedamosioms dalims biidingais raStais; lgstelés
daznai pazymimos fluorescenciniais Zymenimis, todé¢l Sviesa pirmiausia sugeriama, o tada
i§spinduliuojama pakitusiais dazniais.

Pavojus — biidingoji medziagos savybé arba situacija, galinti sukelti neigiamy padariniy, kai
organizma, sistema ar populiacija (arba jos dalj) veikia ta medziaga.

IATA (integruotasis bandymo ir vertinimo metodas, angl. Integrated Approach to
Testing and Assessment) — struktiirinis metodas, taitkomas cheminés medZiagos ar cheminiy
medziagy grupés (galimam) pavojui nustatyti, pavojui (veikimo gebai) apibudinti ir (arba)
saugai vertinti (dél galimo pavojaus ar veikimo gebos ir paveikimo ta medziaga). Jj taikant
strategiSkai apibendrinami ir jvertinami visi susij¢ duomenys, kad buty galima ta
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informacija pagristi reglamentavimo sprendimg dél galimo pavojaus ir (arba) rizikos ir
(arba) dél butinumo atlikti papildomus tikslinius, taigi minimalius bandymus.

Misinys — i$ dviejy ar daugiau medziagy sudarytas miSinys ar tirpalas.

Vienkomponenté medZiaga — medziaga, apibréziama pagal jos kiekybine sudét], kurioje
vienas pagrindinis komponentas sudaro ne maziau kaip 80 % (mases).

Daugiakomponenté medziaga — medziaga, apibréziama pagal jos kiekybing sudétj, kurioje
daugiau kaip vieno pagrindinio komponento koncentracija yra >10 % (masés) ir <80 %
(mases). Daugiakomponenté medziaga yra gamybos proceso rezultatas. Daugiakomponenté
medziaga nuo miSinio skiriasi tuo, kad misinys gaunamas sumaiSant dvi arba daugiau
medziagy, tarp kuriy cheminé reakcija nevyksta. Daugiakomponent¢ medziaga yra
cheminés reakcijos rezultatas.

Teigiamas kontrolinis bandinys — kartotinis bandinys, kuriame yra visi bandymo sistemos
komponentai, apdorotas tam tikra medziaga, kuri, kaip zinoma, sukelia teigiamg atsaka.
Siekiant uztikrinti, kad biity galima vertinti teigiamo kontrolinio bandinio atsako kintamuma
laikui bégant, teigiamas atsakas neturéty biti per stiprus.

Prehaptenai — cheminés medziagos, kurios tampa jautrinancios po abiotinio virsmo, pvz.,
del oksidacijos.

Prohaptenai — cheminés medZiagos, kurias biitina aktyvinti fermentais, kad pasireiksty jy
odos jautrinimo geba.

Tinkamumas — rysio tarp bandymo ir tiriamo poveikio, taip pat bandymo reikSmingumo ir
naudingumo siekiant tam tikro tikslo apibtdinimas. Tai yra atlieckant bandyma tiriamo
biologinio poveikio matavimo ar prognozavimo tikslumo laipsnis. Tinkamumas apima
bandymo tikslumo (atitikties) aspekta (14).

Patikimumas — pagal ta patj protokola atlickamo bandymo atkuriamumo laboratorijose ir
tarp laboratorijy, laikui bégant, matas. Jis jvertinamas apskaiCiuojant atkuriamumag
laboratorijoje ir tarp laboratorijy ir pakartojamumg laboratorijoje (14).

Bandymo ciklas — vienos ar daugiau bandomyjy cheminiy medziagy bandymas kartu
naudojant tirpiklio ar neSiklio kontrolinj bandinj ir teigiamg kontrolinj bandinj.

Jautris — visy teigiamy (veikliyjy) cheminiy medZziagy, kurios teisingai klasifikuotos
atliekant bandyma, dalis. Tai yra bandymo, kuriuo gaunami kategorijos nustatymo
rezultatai, tikslumo matas ir svarbus aspektas vertinant bandymo tinkamuma (14).

SI - stimuliavimo indeksas. Cheminés medziagos paveikty lasteliy fluorescencijos
intensyvumo geometrinio vidurkio santykinés vertés, palyginti su tirpikliu apdorotomis
lastelémis.
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Tirpiklio ar neSiklio kontrolinis bandinys — neapdorotas bandinys, kuriame yra visi
bandymo sistemos komponentai, iSskyrus bandomgja cheming medziaga, taciau jskaitant
naudojamg tirpiklj ar neSiklj. Jis naudojamas nustatant bazinj atsaka bandiniuose,
apdorotuose bandomagja chemine medziaga, iStirpinta ar stabiliai disperguota tame paciame
tirpiklyje ar neSiklyje. Kai §is bandinys naudojamas bandymui kartu su terpés kontroliniu
bandiniu, jis taip pat parodo, ar tirpiklis arba nesiklis veikia bandymo sistema.

SpecifiSkumas — visy neigiamy (neveikliyjy) cheminiy medziagy, kurios teisingai
klasifikuotos atliekant bandyma, dalis. Tai yra bandymo, kuriuo gaunami kategorijos
nustatymo rezultatai, tikslumo matas ir svarbus aspektas vertinant bandymo
tinkamuma (14).

Dazymo buferinis tirpalas — fosfatinis buferinis drusky tirpalas, kuriame yra 5 % verselio
embriono serumo.

Medziaga — gamtoje randamas ar bet kokio gamybos proceso metu gaunamas cheminis
elementas ir jo junginiai, jskaitant bet kokius priedus, reikalingus jo stabilumui i$laikyti, ir
priemaisas, atsirandancias dél gamybos proceso, taciau iSskyrus tirpiklius, kuriuos galima
atskirti nedarant poveikio medziagos stabilumui ir nekeiciant jos sudéties.

Bandomoji cheminé medZziaga — naudojant §j bandymo metoda tiriama cheminé medziaga
arba misinys.

Jungtiniy Tauty visuotinai suderinta cheminiy medziagy klasifikavimo ir Zenklinimo
sistema (JT GHS) — sistema, kurioje pateikiamas cheminiy medziagy (medziagy ir miSiniy)
klasifikavimas pagal standartizuotus fiziniy pavojy, pavojy sveikatai bei aplinkai tipus ir
lygius, ir naudojami atitinkami informaciniai elementai, tokie kaip piktogramos, signaliniai
zodziai, pavojingumo frazes, atsargumo frazés ir saugos duomeny lapai, kad bty perduota
informacija apie jy neigiama poveikj, siekiant apsaugoti Zmones (jskaitant darbdavius,
darbuotojus, vezéjus, vartotojus ir avarijy likviduotojus) ir aplinka (16).

UVCB - neZinomos ar kintamos sudéties medZiagos, sudedamieji reakcijy produktai ar
biologinés medziagos.

Patvirtinto tinkamumo bandymas — bandymas, laikomas pakankamai tinkamu ir patikimu
konkrec¢iam tikslui pasiekti ir pagristas moksliskai patikimais principais. Bandymas niekada
néra absoliuciai tinkamas — jis yra tinkamas tik tam tikram tikslui pasiekti (14).
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2.2. priedélis

KVALIFIKACIJAI TIKRINTI SKIRTOS CHEMINES MEDZIAGOS

Pries pradédamos jprastu biidu atlikti Siame pried¢lyje apraSyta bandymg pagal bandymo
metoda B.71, laboratorijos turéty jrodyti savo technin¢ kvalifikacija, gaudamos teisingg
numatytg U-SENS™ prognoz¢ d¢l 10 medziagy, rekomenduojamy 1 lenteléje, ir gaudamos
CV70 bei EC150 vertes, kurios patenka ] atitinkamus etaloninius intervalus, dél ne maziau
kaip 8 i§ 10 kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy. Kvalifikacijai tikrinti skirtos
cheminés medziagos buvo pasirinktos siekiant aprépti odos jautrinimo pavojams budingy
atsaky spektra. Kiti jy atrankos kriterijai buvo tokie, kad ty medziagy buty galima jsigyti i$
komerciniy tiekéjy ir kad biity galima gauti aukstos kokybés in vivo etaloniniy duomeny bei
aukstos kokybés in vitro duomeny, nustatyty atliekant U-SENS™ bandymg. Taip pat yra
paskelbti U-SENS™ bandymo atlikimo etaloniniai duomenys (1) (8).

1 lentelé. Cheminés medziagos, rekomenduojamos techninei kvalifikacijai tikrinti dél U-SENS™ bandymo

U- U-SENS™| U-SENS™
Kvalifikacijai SENS™
tikrinti skirtos Fiziné |Prognozé in CV70 EC150
o CASNr. | . noz . >
cheminés biuisena vivo tirpiklis / | etaloninis | etaloninis
medZiagos nesiklis | intervalas | intervalas
pg/ml? pg/ml?
Kietoii Jautrinanti Visos Teiciama
4-fenilendiaminas 106-50-3 o) medziaga sudéties <30 &
medziaga .S .3 (£10)
(stipriai) terpé
Jautrinanti Visos Teigiama
Pikrilsulfonrugstis 2508-19-2 | Skystis oo sudéties >50 &
(stipriai) . (<50)
terpé
Jautrinanti

- . medziaga . Teigiama

Dietilmaleatas 141-05-9 | Skystis (vidutinio DMSO 10-100 (<20)

stiprumo)

Jautrinanti .

Kietoji medziaga Visos Teigiama
Rezorcinolis 108-46-3 L. Ce sudéties >100
medziaga| (vidutinio . (<50)
. terpe

stiprumo)

. . . S Jautrinanti .
Clpamllo alkoholis 104-54-1 Klevt.()_]l medziaga DMSO ~100 Teigiama
(stirolis) medziaga . - (10-100)

(silpnai)
Jautrinanti Teigiama
4-alilanizolas 140-67-0 | Skystis medziaga DMSO >100 &
e (<200)
(silpnai)
. Kietoji | Nejautrinanti Neigiama
Sacharinas 81-07-2 medsiaga| mediaga DMSO >200 (>200)
. . . | Nejautrinanti Visos Neigiama
Glicerolis 56-81-5 Skystis medziaga sudéties >200 (>200)
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terpé
Nejautrinanti Visos Neigiama
Pieno riigtis 50-21-5 | Skystis | JauT sudéties >200 &
medziaga . (>200)
terpé
S Kietoji | Nejautrinanti Neigiama
Salicilo ragstis 69-72-7 medziaga| medziaga DMSO >200 (>200)

Santrumpos: CAS Nr. — Cheminiy medziagy santrumpy tarnybos registro numeris.

! Pavojaus (ir veikimo gebos) in vivo prognozé pagrista LLNA duomenimis (1) (8). Veikimo in vivo geba gauta taikant
ECETOC pasitlytus kriterijus (17).

2 Pagrista anksciau nustatytomis vertémis (1) (8).

3 Visos sudéties terpé — RPMI-1640 terpé, papildyta 10 % verSelio embriono serumo, 2 mM L-glutamino, 100 vnt./ml
penicilino ir 100 pg/ml streptomicino (8).
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3 priedélis

ODOS JAUTRINIMAS IN VITRO. IL-8 LUC TYRIMAS

PIRMINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMALI

1.

PrieSingai nei tyrimai, kuriuos atliekant analizuojama lgsteliy pavir§iniy Zymeny
ekspresija, atliekant IL-8 Luc tyrima kiekybiskai nustatomi IL-8 (citokino, siejamo su
dendritiniy lasteliy aktyvinimu) ekspresijos pokyciai. IS THP-1 gautoje IL-8 reporteriniy
lasteliy linijoje (THP-G8, gauta i§ Zmogaus Giminés monocitinés leukemijos Iasteliy linijos
THP-1) matuojama IL-8 ekspresija paveikus jautrinan¢iomis medziagomis (1). Nustatyta
liuciferazés ekspresija naudojama padedant skirti oda jautrinancéias ir nejautrinancias
medziagas.

IL-8 Luc tyrimas jvertintas atlikus tinkamumo patvirtinimo tyrima (2), kurj atliko
Japonijos alternatyviy metody patvirtinimo centras (JaCVAM), Ekonomikos, prekybos ir
pramonés ministerija (METI) ir Japonijos Alternatyvy bandymams su gyviinais
draugija (JSAAE), o véliau atlikta jo nepriklausoma ekspertizé (3) vadovaujant JaCVAM
ir Sveikatos, darbo ir gerovés ministerijai (MHLW) ir padedant Tarptautinio
bendradarbiavimo rengiant alternatyvius bandymy metodus organizacijai (ICATM).
Atsizvelgiant | visus turimus jrodymus ir j reguliavimo institucijy bei suinteresuotyjy
subjekty jnasus, IL-8 Luc tyrimas laikomas naudingu kaip IATA dalis, padedant skirti oda
jautrinancias medziagas nuo nejautrinan¢iy medziagy, kad biity galima jas klasifikuoti
pagal pavojingumag ir atitinkamai Zenklinti. IL-8 Luc tyrimo duomeny naudojimo kartu su
kita informacija pavyzdziy pateikta literatiroje (4) (5) (6).

. Irodyta, kad IL-8 Luc tyrima galima pritaikyti laboratorijose, turin€iose lasteliy kultiiry

auginimo ir liuciferazés matavimo patirties. Nustatytas jo laboratorinis ir tarplaboratorinis
atkuriamumas atitinkamai yra 87,7 % ir 87,5 % (2). Duomenys, gauti atlikus tinkamumo
patvirtinimo tyrima (2) ir 1§ kity paskelbty mokslo darby (1) (6), rodo, kad, palyginti su
LLNA, atlikus IL-8 Luc tyrimg d¢l 118 i§ 143 cheminiy medziagy buvo gautas teigiamas
arba neigiamas rezultatas, o 25 cheminiy medziagy rezultatai buvo negalutiniai, ir [L-8 Luc
tyrimo tikslumas skiriant odg jautrinanc¢ias (JT GHS ar CLP 1 kategorijos) medziagas nuo
nejautrinanciy (jokios JT GHS ar CLP kategorijos) medziagy yra 86 % (101/118), esant
96 % (92/96) jautriui ir 41 % (9/22) specifiskumui. ISskyrus medziagas, nejtrauktas i Sio
tyrimo taikymo sritj, kaip apibiidinta toliau (5 punktas), atlikus IL-8 Luc tyrimg dél 113 1§
136 cheminiy medziagy buvo gautas teigiamas arba neigiamas rezultatas, o 23 cheminiy
medziagy rezultatai buvo negalutiniai, ir IL-8 Luc tyrimo tikslumas yra 89 % (101/113),
esant 96 % (92/96) jautriui ir 53 % (9/17) specifiSkumui. Naudojant duomenis apie
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zmones, nurodytus Urbisch et al. (7), atlikus IL-8 Luc tyrimg dél 76 1§ 90 cheminiy
medziagy buvo gautas teigiamas arba neigiamas rezultatas, o 14 cheminiy medziagy
rezultatai buvo negalutiniai, ir §io tyrimo tikslumas yra 80 % (61/76), jautris 93 % (54/58)
ir specifiSkumas 39 % (7/18). ISskyrus medziagas, nejtrauktas j Sio tyrimo taikymo sritj,
atlikus IL-8 Luc tyrimg dél 71 i§ 84 cheminiy medziagy buvo gautas teigiamas arba
neigiamas rezultatas, o 13 cheminiy medziagy rezultatai buvo negalutiniai, ir $io tyrimo
tikslumas yra 86 % (61/71), esant 93 % (54/58) jautriui ir 54 % (7/13) specifiskumui.
Klaidingai neigiamos prognozés atliekant IL-8 Luc tyrimg yra labiau tikétinos dél ty
cheminiy medziagy, kuriy odos jautrinimo geba yra maza arba vidutiné (JT GHS ar CLP
1B subkategorijos medziagos), negu ty, kuriy jautrinimo geba yra didelé¢ (JT GHS ar CLP
1 A subkategorijos) (6). Visa §i informacija patvirtina IL-8 Luc tyrimo naudinguma
nustatant odos jautrinimo pavojus. Nurodytos IL-8 Luc tyrimo, atlickamo kaip atskiras
bandymas, tikslumo vertés yra tik orientacinés, nes Sio bandymo duomenis reikéty vertinti
kartu su informacija i§ kity Saltiniy, kaip IATA dalj, ir pagal bendrojo jvado 7 ir 8
punktuose pateiktas nuostatas. Be to, vertinant odos jautrinimo bandymus ne su gyviinais,
reikéty atminti, kad LLNA bandymas ir kiti bandymai su gyvinais gali nevisiSkai tiksliai
parodyti su Zmonémis susijusig padét].

Remiantis S§iuo metu turimais duomenimis, jsitikinta, kad IL-8 Luc tyrimas tinka
bandomosioms cheminéms medziagoms, apimancioms jvairias organines funkcines grupes,
reakcijos mechanizmus, odos jautrinimo geba (kaip nustatyta atliekant in vivo tyrimus),
fizikines ir chemines savybes (2) (6).

. Nors atliekant IL-8 Luc tyrimg kaip tirpiklis naudojamas X-VIVO™ 15, jj atliekant tiksliai
jvertintos tos cheminés medziagos, kuriy Log Kow >3,5, ir tos, kuriy tirpumas vandenyje
apie 100 pg/ml (apskai¢iuotas naudojant EPI Suite™), o §io metodo veiksmingumas
nustatant maZzai vandenyje tirpias jautrinancias medziagas yra didesnis negu tada, kai
atliekant IL-8 Luc tyrima kaip tirpiklis naudojamas dimetilsulfoksidas (DMSO) (2). Taciau
neigiami rezultatai, gauti dél bandomyjy cheminiy medZiagy, kurios netirpsta esant
20 mg/ml koncentracijai, gali buti klaidingai neigiami rezultatai dél jy netirpumo X-
VIVO™ 15. Todél | &y cheminiy medziagy neigiamus rezultatus neturéty biiti
atsizvelgiama. Atliekant tinkamumo patvirtinimo tyrima buvo gauta didelé klaidingai
neigiamy anhidridy rezultaty dalis. Be to, dél ribotos Sios lasteliy linijos metabolinés
gebos (8) ir bandymo salygy atliekant §j tyrimg gali biiti gauti neigiami rezultatai dél
prohapteny (medziagy, kurias biitina aktyvinti fermentais), ir prehapteny (medziagy, kurios
aktyvinamos oksidacija ore). Taciau nors medziagy, kurios, kaip jtariama, gali biiti
prehaptenai ar prohaptenai, neigiami rezultatai turéty biiti aiSkinami atsargiai, atliekant IL-
8 Luc tyrima teisingai jvertinta 11 i§ 11 prehapteny, 6 i§ 6 prohapteny ir 6 i§ 8 prehapteny
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ar prohapteny — Sie rezultatai pateikti IL-8 Luc tyrimo duomeny rinkinyje (2). Remiantis
neseniai atlikta iSsamia trijy bandymy ne su gyviinais (DPRA, KeratinoSens™ ir h-CLAT)
perziiira vertinant, kaip jais nustatomi prehaptenai ir prohaptenai (9), ir remiantis tuo, kad
IL-8 Luc tyrimui naudojamos THP-GS lastelés yra lasteliy linija, gauta i§ THP-1 linijos,
naudojamos h-CLAT tyrimui, IL-8 Luc tyrimas taip pat gali padéti padidinti bandymy,
atliekamy ne su gyviinais, jautrj nustatyti prehaptenus ir prohaptenus, kartu atliekant kitus
bandymus. Iki Siol atliekant pavirS§inio aktyvumo medziagy bandymus gauti (klaidingai)
teigiami rezultatai nepriklausomai nuo jy tipo (pvz., katijoninés, anijonin€s ar nejoninés
medziagos). Galiausiai cheminés medziagos, kurios veikia liuciferaze, gali iSkreipti jos
veikimg ar matavimg, sukeldamos akivaizdy slopinimg arba padidindamos
liuminescencija (10). Pavyzdziui, praneSta, kad didesnés kaip 1 puM fitoestrogeny
koncentracijos trikdo liuminescencijos signalus atliekant kitus liuciferazés reporterinio
geno tyrimus dél per didelio liuciferazés reporterinio geno aktyvinimo. Dél to liuciferazes
ekspresijg, gauta esant dideléms fitoestrogeny ar junginiy, laikomy galinCiais sukelti
fitoestrogenams biidingg liuciferazés reporterinio geno aktyvinima, koncentracijoms, reikia
vertinti atsargiai (11). Remiantis tuo, kas iSdéstyta, | Sio tyrimo taikymo sritj nejtrauktos
pavir§inio aktyvumo medziagos, anhidridai ir liuciferaz¢ veikiancios cheminés medziagos.
Tais atvejais, kai yra jrodymy, kad IL-8 Luc tyrimas netinka kity konkreciy kategorijy
bandomosioms cheminéms medziagoms, §io bandymo nereikéty atlikti dél ty konkreciy

kategorijy medziagy.

6. Kaip aprasSyta pirmiau, IL-8 Luc tyrimu padedama skirti odg jautrinanc¢ias medZiagas nuo
nejautrinan¢iy medziagy. Reikia atlikti tolesnj darba, geriausia remiantis duomenimis apie
zmones, siekiant nustatyti, ar IL-8 Luc bandymo rezultatai, kartu remiantis kitais
informacijos Saltiniais, gali padéti vertinti jautrinimo gebg.

7. Terminy apibréztys pateiktos 3.1. priedélyje.

BANDYMO PRINCIPAS
8. IL-8 Luc tyrimui naudojama Zmogaus monocitinés leukemijos Igsteliy linija THP-1, gauta

1§ ,,American Type Culture Collection (Manasasas, Virdzinija, JAV). Naudojant Sig
lasteliy linija, Tohoku universiteto Medicinos mokyklos Dermatologijos fakultete sukurta
1§ THP-1 gauta IL-8 reporteriniy lasteliy linija THP-G8, kurioje yra stabiliosios oranzinés
liuciferazés (SLO) ir stabiliosios raudonos liuciferazés (SLR) genai, atitinkamai
kontroliuojami IL-8 ir gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenazés (GAPDH) promotoriy (1).
Taip galima kiekybiSkai matuoti liuciferazés geno indukcijg, nustatant liuminescencijg i8
aiSkiai nustatyty Sviesg i$skirianciy liuciferazés substraty, kaip IL-8 ir GAPDH aktyvumo
lastelése, paveiktose jautrinan¢iomis cheminémis medZiagomis, rodiklj.
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9. Dvispalvé tyrimo sistema susideda i§ oranzing Sviesg skleidzianCios liuciferazés (SLO;
Amax = 580 nm) (12), skirtos IL-8 promotoriaus geno ekspresijai, ir raudong Sviesa
skleidzianCios liuciferazés (SLR; Amax = 630 nm) (13), skirtos vidaus kontrolés
promotoriaus GAPDH geno ekspresijai matuoti. Abi liuciferazes skleidzia skirtingy spalvy
Sviesg reaguodamos su jonvabaliy d-liuciferinu, o jy liuminescencija matuojama vienu
metu per vieno etapo reakcijg, tiriamo miSinio skleidziamg spinduliuote iSskaidant
naudojamu optiniu filtru (14) (3.2. priedélis).

10. THP-G8 Iastelés yra 16 valandy veikiamos bandomagja chemine medZiaga, po to
matuojamas SLO liuciferazés aktyvumas (SLO-LA), atitinkantis IL-8 promotoriaus
veikimg, ir SLR liuciferazés aktyvumas (SLR-LA), atitinkantis GAPDH promotoriaus
veikimg. Kad bty lengviau suprasti santrumpas, SLO-LA ir SLR-LA atitinkamai Zymimi
kaip ILSLA ir GAPLA. 1 lenteléje apibrézti terminai, susij¢ su liuciferazés aktyvumu per
IL-8 Luc tyrimg. ISmatuotos vertés naudojamos apskai¢iuojant normalizuota ILSLA
(nIL8LA), kuris yra ILSLA ir GAPLA santykis; nIL8LA indukcija (Ind-IL8LA), kuri yra
THP-GS lasteliy, paveikty bandomaja chemine medziaga, keturis kartus iSmatuoty nIL8LA
ver¢iy ir nepaveikty THP-G8 lasteliy nIL8LA verCiy aritmetiniy vidurkiy santykis; ir
GAPLA slopinimg (Inh-GAPLA), kuris yra THP-G8 lasteliy, paveikty bandomgja chemine
medziaga, keturis kartus iSmatuoty GAPLA ver¢iy ir nepaveikty THP-G8 lasteliy GAPLA
ver¢iy aritmetiniy vidurkiy santykis, naudojamas kaip citotoksiSkumo rodiklis.

1 lentelé. Su liuciferazés aktyvumu atliekant IL-8 Luc tyrimg susijusiy terminy apibréztys

Santrumpos ~ ApibrézZtis

GAPLA SLR liuciferazés aktyvumas, atitinkantis GAPDH promotoriaus veikima
ILSLA SLO liuciferazés aktyvumas, atitinkantis IL-8 promotoriaus veikima
nlL8LA ILSLA / GAPLA

Ind-ILSLA cheminémis medziagomis paveikty THP-G8 Iasteliy nIL8LA /
nepaveikty lgsteliy nILELA

Inh-GAPLA  cheminémis medziagomis paveikty THP-G8 Iasteliy GAPLA/
nepaveikty lasteliy GAPLA

CVo05 Maziausia cheminés medziagos koncentracija, kuriai esant Inh-GAPLA
tampa <0,05.

11. Paskelbti procediiros atlikimo standartai (angl. Performance standards, PS) (15), kad biity
galima lengviau patvirtinti 1§ dalies pakeisty in vitro 1L-8 liuciferazés bandymy, panasiy |
IL-8 Luc tyrimg, tinkamumg ir tinkamu laiku pakeistt EBPO bandymy gaires 442E,
jtraukiant tuos bandymus. EBPO savitarpis duomeny pripazinimas (angl. Mutual
Acceptance of Data, MAD) bus uztikrintas tik dél ty bandymy, kuriy tinkamumas

497



D060575/02

patvirtintas pagal PS standartus, jei tie bandymai jvertinti ir jtraukti ;] EBPO bandymy
gaires 442E (16).

KVALIFIKACIJOS JIRODYMAS

12.

Pries pradédamos jprastai atlikti Siame priedélyje aprasyta bandyma pagal bandymo
metoda B.71, laboratorijos turéty jrodyti savo technin¢ kvalifikacija naudodamos 10
kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy, kuriy sarasas pateiktas 3.3 priedélyje,
pagal geraja in vitro metody taikymo praktika (17). Be to, §io bandymo naudotojai turéty
turéti ankstesniy duomeny bazg, kurioje biity kaupiami duomenys, gauti atliekant
reaktyvumo patikrinimus (Zr. 15 punkta) ir naudojant teigiamus bei tirpiklio ar nesiklio
kontrolinius bandinius (zr. 21-24 punktus), ir Siais duomenimis reikéty naudotis
patvirtinant tolesnj S§io bandymo atkuriamuma savo laboratorijoje laikui bégant.

PROCEDURA

13.

Yra paskelbta IL-8 Luc tyrimo standartiné veiklos procediira (SVP), kurios reikety laikytis
atliekant §; bandyma (18). Laboratorijos, norinios atlikti §] bandyma, gali gauti
rekombinantiniy THP-G8 Iasteliy linija i§ Totoryje (Japonija) esancios laboratorijos
,»GPC Lab. Co. Ltd.*, jei pasiraSo medZziagy perdavimo susitarimg (angl. Material Transfer
Agreement, MTA) pagal EBPO Sablone nustatytas sglygas. Tolesniuose punktuose aprasyti
pagrindiniai $io tyrimo komponentai ir procediiros.

Lasteliy paruoSimas

14.

15.

Atliekant IL-8 Luc tyrimg turéty buti naudojama i§ Totoryje (Japonija) esancios
laboratorijos ,,GPC Lab. Co. Ltd.” gauta THP-GS8 lasteliy linjja (Zr. 8 ir 13 punktus).
Gautos Igstelés padauginamos (2—4 séjimai) ir latkomos uzsaldytos kaip vienalyté pradiné
kultiira. Sios pradinés kultiiros Igsteles galima dauginti iki ne daugiau kaip 12 sé¢jimy ar ne
ilgiau kaip 6 savaites. Dauginimui naudojama terpé yra auginimo terp¢ RPMI-1640,
kurioje yra 10 % galvijy vaisiaus serumo (FBS), antibiotiko / prieSgrybelinio tirpalo
(100 U/ml penicilino G, 100 pg/ml streptomicino ir 0,25 pg/ml amfotericino B 0,85 %
fiziologiniame tirpale) (pvz., GIBCO Cat#15240-062), 0,15ug/ml  puromicino
(pvz., CAS:58-58-2) ir 300 pg/ml G418 (pvz., CAS:108321-42-2).

Pries naudojant lgsteles bandymui, reikéty patikrinti jy tinkamuma, atliekant reaktyvumo
patikrinima. Sj patikrinima reikéty atlikti po 1-2 savaidiy ar 2—4 s¢jimy nuo atitirpinimo,
naudojant teigiamg kontrolinj bandinj su 4-nitrobenzilbromidu (4-NBB) (CAS:100-11-8,
>99 % grynumo) ir neigiamag kontrolinj bandinj su pieno riugstimi (CAS:50-21-5, >85 %
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grynumo). Naudojant 4-NBB turéty biiti gautas teigiamas atsakas j Ind-ILSLA (>1,4), o
naudojant pieno riigstj turéty biiti gautas neigiamas atsakas j Ind-ILSLA (<1,4). Tyrimui
naudojamos tik tokios lastelés, kuriy reaktyvumo patikrinimas atliktas. Sis patikrinimas
turéty buti atliekamas pagal 22—24 punktuose apraSytas procediiras.

Bandymui THP-GS8 lastelés séjamos nuo 2 iki 5 x 10° lasteliy/ml tankiu ir jy kultiira i$
anksto ruoSiama auginimo kolbose 48-96 valandas. Bandymo dieng i§ auginimo kolbos
surinktos lastelés perplaunamos terpe RPMI-1640 su 10 % FBS be antibiotiky, o tada
resuspenduojamos RPMI-1640 su 10 % FBS be antibiotiky, 1 x 10° lasteliy/ml tankiu.
Tada Iastelés paskirstomos 96 duobuciy juodoje ploksciadugnéje mikrotitravimo
ploksteléje (pvz., Costar Cat#3603) su 50 ul tiirio duobutémis (5 x 10* Igsteliy j kiekvieng
duobute).

Bandomosios cheminés medZiagos ir kontroliniy medzZiagy paruosimas

17.

18.

Bandomoji cheminé medziaga ir kontrolinés medziagos ruoSiamos bandymo dienag.
Atliekant IL-8 Luc tyrimg, bandomosios cheminés medziagos iStirpinamos beseruméje
terpéje X-VIVO™ 15 (jos galima jsigyti i komerciniy tiekéjy: gamintojas ,,Lonza®, 04-
418Q) iki galutinés 20 mg/ml koncentracijos. X-VIVO™ 15 jpilama j mikrocentrifugos
meégintuvelj, 1 kurj déta 20 mg bandomosios cheminés medziagos (nepriklausomai nuo tos
cheminés medziagos tirpumo), kad susidaryty 1 ml tiris, o tada 30 minuciy intensyviai
plakama ir purtoma rotoriumi ne didesniu kaip 8 stkiy/min. grei¢iu, mazdaug 20 °C
aplinkos temperatiiroje. Be to, jei kietosios cheminés medziagos tebéra neiStirpusios,
meégintuvelis veikiamas ultragarsu, iki cheminé medZiaga visiSkai iStirpsta arba stabiliai
disperguojama. Bandomosioms cheminéms medziagoms, kurios yra tirpios X-VIVO™ 15,
skirtas tirpalas 5 kartus praskiedziamas X-VIVO™ 15 ir naudojamas kaip X-VIVO™ 15
pradinis tos bandomosios cheminés medZziagos tirpalas (4 mg/ml). Kai bandomosios
cheminés medziagos néra tirpios X-VIVO™ 15, misinys vél plakamas sukant bent 30 min.,
tada centrifuguojamas 15 000 stkiy/min. (=20 000 g) 5 min.; gautas supernatantas
naudojamas kaip tos bandomosios cheminés medziagos X-VIVO™ 15 pradinis tirpalas.
Kity tirpikliy, tokiy kaip DMSO, vandens ar auginimo terpés, naudojimas turéty buti
moksliSkai pagristas. Cheminiy medziagy tirpinimo procedira iSsamiai parodyta 3.5
priedélyje. X-VIVO™ 15 tirpalai, aprasyti 18-23 punktuose, sumaiSomi santykiu 1:1
(turio) su lasteliy suspensijomis, paruoStomis 96 duobuciy juodoje ploksc¢iadugnéje
mikrotitravimo ploksteléje (Zr. 16 punktg).

Pirmuoju bandymo ciklu siekiama nustatyti citotoksiSkg cheminiy medziagy koncentracija
ir iStirti jy odos jautrinimo geba. Naudojant terpe X-VIVO™ 15, bandomyjy cheminiy
medziagy X-VIVO™ 15 pradiniai tirpalai paruosiami skiedZziant serijiniu biidu po 2 kartus
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(zr. 3.5 priedélj), naudojant 96 duobuciy mikrotitravimo plokstele (pvz., Costar Cat#EW-
01729-03). Tada 96 duobuciy ploksciadugnéje juodoje plokstel¢je jpilama po 50 pl
praskiesto tirpalo j kiekvieng duobute, j kurig déta 50 pl Igsteliy suspensijos. Taigi
bandomyjy cheminiy medZziagy, kurios yra tirpios X-VIVO ™ 15, galutinés koncentracijos
yra nuo 0,002 iki 2 mg/ml (3.5 priedélis). Kai bandomosios cheminés medziagos néra
tirpios X-VIVO ™ 15 esant 20 mg/ml koncentracijai, nustatomi skiedimo koeficientai tik
intervale nuo 2 iki 2'°, nors faktinés galutinés ty bandomyjy cheminiy medZiagy
koncentracijos tebéra nezinomos ir priklauso nuo ty bandomyjy cheminiy medziagy soties
koncentracijos X-VIVO ™ 15 pradiniame tirpale.

Per paskesnius bandymo ciklus (t.y. antrame, treCiame ir ketvirtame kartotiniuose
bandiniuose) X-VIVO™ 15 pradinis tirpalas paruoSiamas 4 kartus didesnés koncentracijos
nei ta, kuriai esant lgsteliy gyvybingumo lygis yra 05 (CV05; maZiausia koncentracija,
kuriai esant Inh-GAPLA tampa <0,05), per pirmaji bandyma. Jei Inh-GAPLA nesumazéja
iki maZesnés nei 0,05 vertés esant didziausiai koncentracijai per pirmaji cikla, X-
VIVO™ 15 pradinis tirpalas ruo$iamas didZiausios koncentracijos, kuri naudota per
pirmajj cikla. CVO05 koncentracijos verté apskai¢iuojama dalijant per pirmajj ciklg naudoto
pradinio tirpalo koncentracijos verte i$ skiedimo koeficiento, skirto CV05 (X) (skiedimo
koeficientas CVO05 (X); tai toks skiedimo koeficientas, kuris reikalingas pradiniam tirpalui
praskiesti iki CVO05 lygio) (Zr. 3.5 priedé¢li). Bandomyjy cheminiy medziagy, netirpiy X-
VIVO esant 20 mg/ml koncentracijai, CV05 koncentracijos verté nustatoma kaip pradinio
tirpalo koncentracija x 1/X. Bandymo 2—4 ciklams antras pradinis tirpalas ruoSiamas kaip
4 x CV50 (3.5 priedélis).

X-VIVO™ 15 antryjy pradiniy tirpaly serijinis skiedimas atlickamas taikant skiedimo
koeficientg 1,5, naudojant 96 duobuciy mikrotitravimo plokstele. Tada ; 96 duobucliy
ploksciadugnés juodos plokstelées duobutes, kuriose yra po 50 pl lasteliy suspensijos,
Ipilama praskiesto tirpalo 50 pul i kiekvieng duobutg. Kiekvienos bandomosios cheminés
medziagos koncentracijos bandymui turéty biiti skirtos 4 duobutés. Tada tie bandiniai
sumaiSomi ant ploksSteliy purtyklés ir 16 valandy inkubuojami 37 °C temperatiiroje, esant
5 % CO», po to matuojamas liuciferazés aktyvumas, kaip apraSyta toliau.

Tirpiklio kontrolinis bandinys — tai miSinys, ruoSiamas ] kiekvieng plokstelés duobute
dedant po 50 pl X-VIVO™ 15 ir 50 pl lasteliy suspensijos RPMI-1640 terpéje su 10 %
FBS.

. Teigiamam kontroliniam bandiniui rekomenduojama naudoti 4-NBB. 20 mg 4-NBB

paruo§iama 1,5 ml tiirio mikrocentrifugos mégintuvélyje, j kurj jpilama X-VIVO™ 15, kad
susidaryty 1 ml tiris, tada tas meégintuvélis intensyviai sukamas ir purtomas rotoriumi
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maksimaliu 8 siikiy/min. grei¢iu bent 30 min. Po centrifugavimo 20 000 g 5 minutes
supernatantas 4 kartus praskiedziamas X-VIVO™ 15, ir 500 ul praskiesto supernatanto
perkeliama j duobute 96 duobuciy mikrotitravimo plokstel¢je. Praskiestas supernatantas
papildomai praskiedziamas X-VIVO™ 15 2 ir 4 kartus, ir 50 pl $io tirpalo jpilama kartu su
50 ul THP-G8 lasteliy suspensijos i duobutes 96 duobuciy ploksciadugnéje juodoje
ploksteléje (3.6 priedélis). Kiekvienos koncentracijos teigiamam kontroliniam bandiniui
turéty biti skirtos 4 duobutés. Plokstelé supurtoma ant ploksteliy purtyklés, tada
inkubuojama CO; inkubatoriuje 16 valandy (37 °C, 5% CO;) ir po to matuojamas
liuciferazés aktyvumas, kaip aprasyta 29 punkte.

23. Neigiamam kontroliniam bandiniui rekomenduojama naudoti pieno riigstj. 20 mg pieno
rugsties paruoSiama 1,5 ml tiirio mikrocentrifugos meégintuvélyje, 1 kurj jpilama X-
VIVO™ 15, kad susidaryty 1 ml tiiris (20 mg/ml). 20 mg/ml pieno riigsties tirpalas
5 kartus praskiedziamas X-VIVO™ 15 (iki 4 mg/ml); 500 pl $io 4 mg/ml pieno riigities
tirpalo perkeliama j duobute 96 duobuéiy mikrotitravimo ploksteléje. Sis tirpalas 2 kartus
praskiedziamas X-VIVO™ 15, tada vél 2 kartus praskiedZiamas, gaunant 2 mg/ml ir
1 mg/ml tirpalus. 50 pl $iy 3 tirpaly ir neSiklio kontrolinio bandinio (X-VIVO™ 15)
dedama kartu su 50 pl THP-G8 Iasteliy suspensijos ] duobutes 96 duobuciy
ploksc¢iadugnéje juodoje ploksteléje. Kiekvienos koncentracijos neigiamam kontroliniam
bandiniui skiriamos 4 duobutés. Plokstelé supurtoma ant ploksteliy purtyklés, tada
inkubuojama CO; inkubatoriuje 16 valandy (37 °C, 5% CO;) ir po to matuojamas
liuciferazés aktyvumas, kaip aprasyta 29 punkte.

24. Galima naudoti ir kitokius tinkamus teigiamus arba neigiamus kontrolinius bandinius, jei
yra ankstesniy duomeny, i§ kuriy buty galima nustatyti panaSius bandymo eigos
priimtinumo kriterijus.

25. Reikeéty imtis atsargumo priemoniy, kad bity iSvengta lakiyjy bandomyjy cheminiy
medziagy garavimo ir kryzminio uZterSimo bandomosiomis cheminémis medZiagomis tarp
duobuciy, pvz., sandariai uzdengiant plokstele, prie§ ja inkubuojant su bandomosiomis
cheminémis medZiagomis.

26. Siekiant gauti teigiamg arba neigiama prognoz¢ reikia atlikti 2—4 bandymo ciklus
naudojant bandomasias chemines medZziagas ir tirpiklio kontrolinj bandinj (zr. 2 lentele).
Kiekvienas ciklas atlickamas vis kita dieng, naudojant nauja bandomyjy cheminiy
medziagy pradinj tirpala X-VIVO™ 15 terpéje ir atskirai surinktas lasteles. Lastelés gali
biti to paties s¢jimo.

Liuciferazés aktyvumo matavimai
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27. Liuminescencija matuojama naudojant 96 duobuciy mikrotitravimo plokstelés
liuminometra su optiniais filtrais, pvz., ,,Phelios* (gamintojas ATTO, Tokijas, Japonija),
,Iristan 941 (,,Berthold“, Bad Vildbadas, Vokietija) ir ARVO serijos instrumentus
(,,PerkinElmer“, Voltamas, Masacusetsas, JAV). Liuminometras turi buti kalibruojamas
kiekvienam bandymui, kad bty uztikrintas atkuriamumas (19). Siam kalibravimui galima
gauti rekombinantiniy oranzingés ir raudonos spalvos Sviesg skleidzianciy liuciferaziy.

28.100 pl pasildyto 7ripluc® liuciferazés tyrimo reagento (,,Tripluc®) dedama j kiekvieng
plokstelés duobute, kurioje yra Igsteliy suspensijos, apdorotos arba neapdorotos bandomaja
chemine medziaga. Plokstelé 10 min. purtoma aplinkos temperatiiroje (apie 20 °C).
Plokstelé dedama | liuminometrg ir matuojamas liuciferazés aktyvumas.
Bioliuminescencija matuojama po 3 sekundes be optinio filtro (FO) ir su optiniu filtru (F1).
Jei pasirenkami kitokie nuostaciai (pvz., priklausomai nuo naudojamo liuminometro
modelio), reikéty pateikti to pagrindima.

29. Pagal iSmatuotas vertes apskai¢iuojami kiekvienos koncentracijos parametrai, pvz., IL§LA,
GAPLA, nlIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, IL8LA vidutinis SN (standartinis
nuokrypis), GAPLA vidutinis SN, nIL8LA vidutinis +SN, Ind-IL8LA vidutinis £SN, Inh-
GAPLA vidutinis +SN ir Ind-IL8LA 95 % pasikliautinasis intervalas. Siame punkte
nurodyty parametry apibréZtys atitinkamai pateiktos I ir IV priedéliuose.

30. Daugiaspalviy reporteriniy geny tyrimy metu spalvy skyrimas prie§ matavima paprastai
pasiekiamas naudojant detektorius (liuminometra ir ploksteliy skaitytuva) su optiniais
filtrais, tokiais kaip riboto pralaidumo filtrai, t. y. praleidZiantys tik ilgasias bangas
(LP filtrai) arba tik trumpgsias bangas (SP filtrai), arba juostiniai filtrai. Kiekvienos
bioliuminescencijos signalinés spalvos Sviesos pralaidumo per filtrus koeficientai turéty
biti prie§ bandyma kalibruojami pagal 3.2 priedél;.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS

Duomeny vertinimas
31. Pagal teigiamo arba neigiamo sprendimo priémimo kriterijus privaloma, kad per kiekvieng
bandymo cikla:
- 1L-8 Luc tyrimo prognoz¢ biity laikoma teigiama, jei bandomosios cheminés medziagos

Ind-IL8LA yra 21,4, o Ind-IL8LA 95 % pasikliautinojo intervalo Zemesnioji riba >1,0;

- 1L-8 Luc tyrimo prognoze biity laitkoma neigiama, jei bandomosios cheminés medZiagos
Ind-IL8LA yra <1,4, o Ind-IL8LA 95 % pasikliautinojo intervalo Zemesnioji riba <1,0.
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32. Kai per bandomyjy cheminiy medziagy 1, 2, 3 ir 4 bandymo ciklus gaunami du teigiami
rezultatai, tokios medZziagos rezultatas pripazjstamas teigiamu, o kai per 1, 2, 3 ar 4
bandymo cikla gaunami trys neigiami rezultatai, daroma prielaida, kad rezultatas yra
neigiamas (2 lentelé). IS ty cheminiy medziagy, dél kuriy daroma prielaida, kad rezultatas
yra neigiamas, ty cheminiy medziagy, kurios istirpsta 20 mg/ml X-VOVO™ 15, rezultatai
laikomi neigiamais, o j tas medZziagas, kurios neitirpsta 20 mg/ml X-VOVO™ 15,
neturéty biti atsizvelgiama (1 diagrama).

2 lentelé. Kriterijai, pagal kuriuos nustatomi teigiami rezultatai ir daroma prielaida dél neigiamy

rezultaty

1 ciklas 2 ciklas

3 ciklas

4 ciklas

Galutiné
prognozé

Teigiamas Teigiamas

Teigiamas

Neigiamas

Teigiamas

Teigiamas

Neigiamas

Teigiamas

Teigiamas

Neigiamas

Prielaida, kad
neigiamas

Neigiamas Teigiamas

Teigiamas

Teigiamas

Neigiamas

Teigiamas

Teigiamas

Neigiamas

Prielaida, kad
neigiamas

Neigiamas

Teigiamas

Teigiamas

Teigiamas

Neigiamas

Prielaida, kad
neigiamas

Neigiamas

Prielaida, kad
neigiamas

1 diagrama. Prognozavimo modelis priimant galutinj sprendima
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Rezultatas
teigiamas . s
Cheminés ) Tirpios esant Rezultatas
medZiagos neigiamas
g Prielaida, kad ! il ey ! s
neigiamas F i ) )
Netirpios esant Neturéty bi
20 mg/ml atsiZzvelgiama

Priimtinumo Kkriterijai

33. Atliekant IL-8 Luc tyrimg turéty buti tenkinami Sie priimtinumo kriterijai:

bent vienos koncentracijos teigiamo kontrolinio bandinio su 4-NBB per kiekvieng
bandymo ciklg Ind-IL8LA turéty biti daugiau kaip 5,0;

bet kurios koncentracijos neigiamo kontrolinio bandinio su pieno rtgstimi Ind-IL8LA per
kiekvieng bandymo ciklg turéty nesiekti 1,4;

duomenis, gautus 1§ plokSteliy, kuriy kontroliniy bandiniy duobutése su Igstelémis ir
,» Lripluc, bet be cheminiy medziagy, GAPLA maZziau nei 5 kartus vir§ija GAPLA toje
duobut¢je, kurioje yra tik bandymo terpé (; duobutg déta po 50 pl RPMI-1640 su 10 %
FBS ir 50 pl X-VIVO™ 15), reikéty atmesti;

duomenis, gautus i§ ploksteliy, kuriose visy bandomyjy ar kontroliniy cheminiy medziagy
koncentracijy Inh-GAPLA nesiekia 0,05, reikéty atmesti. Siuo atveju reikéty kartoti
pirmaj; bandymg, taigi per pakartotinj bandymg naudojama didziausia galutineé
koncentracija yra ta, kuri buvo maziausia galutin¢ koncentracija per pirmesnj bandyma.

Bandymo ataskaita

34. ] bandymo ataskaitg turéty biiti jtraukta $i informacija:

Bandomosios cheminés medziagos

Vienkomponenté medZiaga:
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- cheminis identifikavimas, toks kaip [IUPAC ar CAS pavadinimas (-ai), CAS numeris (-iai),
SMILES Zyme¢jimas ar InChl kodas, struktiiriné formulé ir (arba) kiti identifikavimo
duomenys;

- fiziné i$vaizda, tirpumas vandenyje, molekulin¢ mase¢ ir svarbios papildomos fizikings ir
cheminés savybés (tiek, kiek zinoma);

- grynumas, priemaiSy cheminé tapatybé¢ (kai tinka ir jei praktiskai jmanoma) ir kt.;
- apdorojimas pries bandyma, jei taikomas (pvz., Sildymas, malimas);

- tirpumas X-VIVO™ 15. Kai cheminés medZiagos néra tirpios X-VIVO™ 15 — ar po
centrifugavimo pastebima nuosedy arba pliduriuojanciy daleliy;

- bandomoji (-osios) koncentracija (-0s);
- laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek Zinoma);
- pagrindimas, kodél pasirinktas tam tikras tirpiklis ar neSiklis kiekvienai bandomajai
cheminei medZziagai, jei nenaudota X-VIVO™ 15,
Daugiakomponenté medziaga, UVCB ir miSiniai:

- kuo iSsamesnis apibiidinimas, pvz., cheminé tapatybé (zr. pirmiau), grynumas, kiekybiné
sudétis ir svarbios fizikinés ir cheminés savybés (Zr. pirmiau), bidingos sudedamosioms
dalims (tiek, kiek zinoma);

- fiziné i8vaizda, tirpumas vandenyje ir svarbios papildomos fizikinés ir cheminés savybés
(tiek, kiek Zinoma);

- molekuliné masé arba vidutiné molekuliné mase, jei tai yra Zinomos sudéties miSiniai ar
polimerai, arba kita Siam tyrimui svarbi informacija;

- apdorojimas prie§ bandyma, jei taikomas (pvz., Sildymas, malimas);

- tirpumas X-VIVO™ 15. Kai cheminés medZiagos néra tirpios X-VIVO™ 15 — ar po
centrifugavimo pastebima nuosédy arba pliduriuojanciy daleliy;

- bandomoji (-osios) koncentracija (-0s);
- laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek Zinoma);

- pagrindimas, kodél pasirinktas tam tikras tirpiklis ar neSiklis kiekvienai bandomajai
cheminei medziagai, jei nenaudota X-VIVO™ 15.

Kontroliniai bandiniai

Teigiamas kontrolinis bandinys:
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cheminis identifikavimas, toks kaip [IUPAC ar CAS pavadinimas (-ai), CAS numeris (-iai),
SMILES Zyme¢jimas ar InChl kodas, struktiiriné formulé ir (arba) kiti identifikavimo
duomenys;

fiziné iSvaizda, tirpumas vandenyje, molekuliné mas¢ ir papildomos svarbios fizikinés ir
cheminés savybés (tiek, kiek zinoma, ir kai tinka);

grynumas, priemaisy cheming tapatybé (kai tinka ir jei praktiskai jmanoma) ir kt.;
apdorojimas prie§ bandyma, jei taikomas (pvz., Sildymas, malimas);
bandomoji (-osios) koncentracija (-0s);
laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek Zinoma);
nuoroda j ankstesnius teigiamus kontroliniy bandiniy rezultatus, i§ kuriy nustatyti tinkami
priimtinumo kriterijai (jei tinka).

Neigiamas kontrolinis bandinys:

cheminis identifikavimas, toks kaip IUPAC ar CAS pavadinimas (-ai), CAS numeris (-iai)
ir (arba) kiti identifikavimo duomenys;

grynumas, priemaisy cheming tapatybé (kai tinka ir jei praktiskai jmanoma) ir kt.;

fiziné iSvaizda, molekuliné masé ir papildomos svarbios fizikinés ir cheminés savybés
(tiek, kiek Zinoma) tuo atveju, jei naudojami ne tie, kurie nurodyti bandymo gairése, o kiti
neigiami kontroliniai bandiniai;

laikymo salygos ir stabilumas (tiek, kiek Zinoma);

pagrindimas, kodél pasirinktas tam tikras tirpiklis kiekvienai bandomajai cheminei
medziagai.

Bandymo sqlygos

Rémeéjo pavadinimas ir adresas, bandymy laboratorija ir tyrimo vadovas;
naudoto bandymo apraSymas;
naudojama lgsteliy linija, jos laikymo salygos ir Saltinis (pvz., istaiga, i$ kurios ji gauta);

FBC partijos numeris ir kilme¢, tieké¢jo pavadinimas, 96 duobuciy ploksciadugnés juodos
mikrotitravimo plokStelés partijos numeris ir ,, Tripluc® reagento partijos numeris;

s¢jimy skaicius ir lasteliy tankis, naudotas per bandyma;

lasteliy skai¢iavimo metodas, naudotas s¢jant lasteles prie§ bandyma, ir priemongs,
kuriomis uztikrintas tolygus lasteliy skaiciaus paskirstymas;
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naudotas liuminometras (pvz., modelis), jskaitant instrumento nuostacius, naudotas
liuciferazés substratas ir parodyti tinkami liuminescencijos matavimai remiantis
3.2 priedé¢lyje aprasytu kontroliniu bandymu;

procediira, pagal kurig jrodyta laboratorijos kvalifikacija atlikti §] bandyma (pvz., atliekant
kvalifikacijai tikrinti skirty cheminiy medziagy bandymus) arba jrodytas $io bandymo
atlikimo atkuriamumas laikui bégant.

Bandymo procediira

Kartotiniy bandiniy ir atlikty bandymo cikly skaicius;

bandomosios cheminés medziagos koncentracijos vertés, jterpimo procediira ir veikimo
trukmé (jei skiriasi nuo rekomenduojamos);

atliekant vertinimg ir priimant sprendimg taikyty kriterijy apraSymas;
taikyty tyrimo priimtinumo kriterijy apraSymas;

bet kokiy bandymo procediros keitimy apraSymas.

Rezultatai

IL8LA ir GAPLA matavimai;
nIL8LA, Ind-IL8LA ir Inh-GAPLA skaiciavimai;
Ind-IL8LA 95 % pasikliautinasis intervalas;

diagrama, kurioje parodytos dozés ir atsako kreivés vertinant liuciferazés aktyvumo
indukcija ir gyvybinguma;

bet kokiy kity svarbiy stebéjimy apraSymas (jei tinka).

Rezultaty aptarimas

Isvada

Atliekant IL-8 Luc tyrimg gauty rezultaty aptarimas;

tyrimo rezultaty apsvarstymas atsizvelgiant | [ATA sistema, jei turima ir kitos svarbios
informacijos.
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3.1. priedélis

TERMINU APIBREZTYS

Tikslumas — bandymo rezultaty ir patvirtinty pamatiniy ver¢iy sutapimo artumas. Tai yra
bandymo atlikimo charakteristiky matas ir vienas i$ tinkamumo aspekty. Sis terminas daznai
vartojamas kaip lygiavertis terminui ,atitiktis ir reiSkia tinkamy bandymo rezultaty
dalj (16).

Nepalankios baigties kelias (angl. Adverse Outcome Pathway, AOP) — jvykiy seka nuo
tikslinés cheminés medZiagos ar panasiy cheminiy medziagy grupés cheminés struktiiros per
molekulinio inicijavimo jvyki iki in vivo tiriamo rezultato (20).

Cheminé medZiaga — medZiaga arba miSinys.

CV05 — lasteliy gyvybingumo lygis 05, t. y. maziausia koncentracija, kuriai esant cheminiy
medziagy Inh-GAPLA nesiekia 0,05.

FInSLO-LA - IL-8 Luc tyrimo tinkamumo patvirtinimo ataskaitoje ir ankstesniuose jam
skirtuose leidiniuose vartota santrumpa, reiskianti Ind-IL8LA. Zr. Ind-IL8LA apibréztj.

GAPLA - stabiliosios raudonos liuciferazés (SLR) geno liuciferazés aktyvumas (Amax =
630 nm), reguliuojamas GAPDH promotoriaus, parodo lgsteliy gyvybingumg ir gyvybingy
lasteliy skaiciy.

Pavojus — biidingoji medziagos savybé arba situacija, galinti sukelti neigiamy padariniy, kai
organizma, sistemg ar populiacijg (arba jos dalj) veikia ta medziaga.

IATA (integruotasis bandymo ir vertinimo metodas, angl. Integrated Approach to
Testing and Assessment) — struktiirinis metodas, taikomas cheminés medZiagos ar cheminiy
medziagy grupés (galimam) pavojui nustatyti, pavojui (veikimo gebai) apibiidinti ir (arba)
saugai vertinti (dél galimo pavojaus ar veikimo gebos ir paveikimo ta medZiaga). Jj taikant
strategiSkai apibendrinami ir jvertinami visi susij¢ duomenys, kad biity galima ta
informacija pagristi reglamentavimo sprendima dél galimo pavojaus ir (arba) rizikos ir
(arba) dél butinumo atlikti papildomus tikslinius, taigi minimalius bandymus.

II-SLR-LA — IL-8 Luc tyrimo tinkamumo patvirtinimo ataskaitoje ir ankstesniuose jam
skirtuose leidiniuose vartota santrumpa, reiSkianti Inh-GAPLA. Zr. Inh-GAPLA apibrézt].

IL-8 (interleukinas-8) — citokinas, gaunamas i$ endotelio lasteliy, fibroblasty, keratinocity,
makrofagy ir monocity, sukeliantis neutrofily ir T lasteliy limfocity chemotaksj.

IL8LA - stabiliosios oranzinés liuciferazés (SLO) geno liuciferazés aktyvumas (Amax =
580 nm), reguliuojamas IL-8 promotoriaus.
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Ind-ILS8LA - ILSLA indukcijos padidéjimas (kiek karty). Gaunamas dalijant cheminémis
medziagomis paveikty THP-GS8 lgsteliy nIL8LA i$ nestimuliuoty THP-GS8 Igsteliy nILSLA
ir atitinka IL-8 promotoriaus aktyvumo indukcijg cheminémis medziagomis.

Inh-GAPLA — GAPLA slopinimas. Gaunamas dalijant cheminémis medziagomis paveikty
THP-GS8 lasteliy GAPLA i§ nepaveikty THP-GS8 lasteliy GAPLA ir parodo cheminiy
medziagy citotoksiSkuma.

Minimali indukcijos riba (angl. minimum induction threshold, MIT) — maziausia
koncentracija, kuriai esant cheminé medziaga atitinka teigiamo rezultato kriterijus.

Misinys — i$ dviejy ar daugiau medziagy sudarytas miSinys ar tirpalas.

Vienkomponenté medZiaga: medziaga, apibréziama pagal jos kiekybing sudéti, kurioje
vienas pagrindinis komponentas sudaro ne maziau kaip 80 % (masés).

Daugiakomponenté medZiaga — medZziaga, apibréziama pagal jos kiekybine sudétj, kurioje
daugiau kaip vieno i$ pagrindiniy komponenty koncentracija yra >10 % (masés) ir <80 %
(masés). Daugiakomponenté medziaga yra gamybos proceso rezultatas. Daugiakomponenté
medziaga nuo miSinio skiriasi tuo, kad misSinys gaunamas sumaisant dvi arba daugiau
medziagy , tarp kuriy cheminé reakcija nevyksta. Daugiakomponent¢ medziaga yra
cheminés reakcijos rezultatas.

nIL8LA — SLO liuciferazés aktyvumas, atitinkantis IL-8 promotoriaus veikimg (ILSLA),
normalizuotas pagal SLR liuciferazés aktyvuma, atitinkant; GAPDH promotoriaus veikimg
(GALPA). Jis parodo IL-8 promotoriaus veikima, nustatytg atsizvelgus ] lasteliy
gyvybingumga arba lasteliy skaiciy.

nSLO-LA — IL-8 Luc tyrimo tinkamumo patvirtinimo ataskaitoje ir ankstesniuose jam
skirtuose leidiniuose vartota santrumpa, reiSkianti nILSLA. Zr. nILS8LA apibrezt;.

Teigiamas kontrolinis bandinys — kartotinis bandinys, kuriame yra visi bandymo sistemos
komponentai, apdorotas tam tikra medziaga, kuri, kaip zinoma, sukelia teigiamg atsaka.
Siekiant uZztikrinti, kad biity galima vertinti teigiamo kontrolinio bandinio atsako kintamuma
laikui bégant, teigiamas atsakas neturéty biiti per stiprus.

Prehaptenai — cheminés medziagos, kurios tampa jautrinancios po abiotinio virsmo.

Prohaptenai — cheminés medziagos, kurias biitina aktyvinti fermentais, kad pasireiksty jy
odos jautrinimo geba.

Tinkamumas — rySio tarp bandymo ir tiriamo poveikio, taip pat bandymo reikSmingumo ir
naudingumo siekiant tam tikro tikslo apibiidinimas. Tai yra atliekant bandyma tiriamo
biologinio poveikio matavimo ar prognozavimo tikslumo laipsnis. Tinkamumas apima
bandymo tikslumo (atitikties) aspekta (16).
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Patikimumas — pagal ta patj protokolg atlickamo bandymo atkuriamumo laboratorijose ir
tarp laboratorijy, laikui bégant, matas. Jis jvertinamas apskaiCiuojant atkuriamuma
laboratorijoje ir tarp laboratorijy ir pakartojamumg laboratorijoje (16).

Bandymo ciklas — vienos ar daugiau bandomyjy cheminiy medziagy bandymas kartu
naudojant tirpiklio ar neSiklio kontrolinj bandinj ir teigiamg kontrolinj bandin;.

Jautris — visy teigiamy (veikliyjy) cheminiy medziagy, kurios teisingai klasifikuotos
atlickant bandyma, dalis. Tai yra bandymo, kuriuo gaunami kategorijos nustatymo
rezultatai, tikslumo matas ir svarbus aspektas vertinant bandymo tinkamuma (16).

SLO-LA - IL-8 Luc tyrimo tinkamumo patvirtinimo ataskaitoje ir ankstesniuose jam
skirtuose leidiniuose vartota santrumpa, reiskianti ILSLA. Zr. IL8LA apibrézt].

SLR-LA - IL-8 Luc tyrimo tinkamumo patvirtinimo ataskaitoje ir ankstesniuose jam
skirtuose leidiniuose vartota santrumpa, reiskianti GAPLA. Zr. GAPLA apibrézt;.

Tirpiklio ar neSiklio kontrolinis bandinys — neapdorotas bandinys, kuriame yra visi
bandymo sistemos komponentai, i$skyrus bandomaja cheming medziagg, taciau jskaitant
naudojamg tirpikl] ar neSiklj. Jis naudojamas nustatant bazinj atsaka bandiniuose,
apdorotuose bandomaja chemine medziaga, iStirpinta ar stabiliai disperguota tame paciame
tirpiklyje ar neSiklyje. Kai §is bandinys naudojamas bandymui kartu su terpés kontroliniu
bandiniu, jis taip pat parodo, ar tirpiklis arba neSiklis veikia bandymo sistemg.

SpecifiSkumas — visy neigiamy (neveikliyjy) cheminiy medziagy, kurios teisingai
klasifikuotos atliekant bandyma, dalis. Tai yra bandymo, kuriuo gaunami kategorijos
nustatymo rezultatai, tikslumo matas ir svarbus aspektas vertinant bandymo
tinkamuma (16).

Medziaga — gamtoje randami ar bet kokio gamybos proceso metu gaunami cheminiai
elementai ir jy junginiai, jskaitant visus priedus, reikalingus produkto stabilumui i§laikyti, ir
priemaisas, atsirandancias dél gamybos proceso, taciau iSskyrus tirpiklius, kuriuos galima
atskirti nedarant poveikio medziagos stabilumui ar nekeiciant jos sudéties.

PavirSinio aktyvumo medzZiaga (taip pat vadinama aktyvigja pavirSiaus medziaga) —
medZiaga, pvz., ploviklis, gebanti sumazinti skys¢io pavirSiaus jtemptj, kad jis galéty putoti
ar prasiskverbti | kietgsias medziagas; be to, ji Zinoma kaip drékiklis. (TG437)

Bandomoji cheminé medZziaga — taikant §j metodg bandoma medziaga arba miSinys.
THP-G8 — IL-8 reporteriniy lasteliy linija, naudojama atliekant IL-8 Luc tyrimg. Zmogaus
makrofagy tipo lasteliy linija THP-1 buvo transfekuota SLO ir SLR liuciferazés genais,
atitinkamai kontroliuojamais IL-8 ir GAPDH promotoriy.

Jungtiniy Tauty visuotinai suderinta cheminiy medziagy klasifikavimo ir Zenklinimo
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sistema (JT GHS) — sistema, kurioje pateikiamas cheminiy medziagy (medziagy ir misiniy)
klasifikavimas pagal standartizuotus fiziniy pavojy, pavojy sveikatai bei aplinkai tipus ir
lygius, ir naudojami atitinkami informaciniai elementai, tokie kaip piktogramos, signaliniai
zodziai, pavojingumo frazes, atsargumo frazés ir saugos duomeny lapai, kad bty perduota
informacija apie jy neigiamg poveikj, siekiant apsaugoti zmones (jskaitant darbdavius,
darbuotojus, vez¢jus, vartotojus ir avarijy likviduotojus) ir aplinkg (21).

UVCB - nezinomos ar kintamos sudéties medziagos, sudedamieji reakcijy produktai ar
biologinés medziagos.

Patvirtinto tinkamumo bandymy metodas — bandymas, laikomas pakankamai tinkamu ir
patikimu konkreciam tikslui pasiekti ir pagristas moksliskai patikimais principais.
Bandymas niekada néra absoliuciai tinkamas — jis yra tinkamas tik tam tikram tikslui
pasiekti.
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3.2. priedélis

LIUCIFERAZES AKTYVUMO MATAVIMO PRINCIPAS IR OPTINIO FILTRO
PRALAIDUMO SLO IR SLR KOEFICIENTU NUSTATYMAS

,Daugiareporteriniy“ tyrimy sistema ,,Tripluc* (angl. MultiReporter Assay System -
Tripluc-) gali biiti naudojama su mikroploksteliy tipo liuminometru su daugiaspalvio
aptikimo sistema, kurioje galima naudoti optinj filtra (pvz., Phelios AB-2350
(gamintojas ATTO), ARVO (,,PerkinElmer*), Tristar LB941 (,,Berthold*)). Matavimui
naudojamas optinis filtras yra 600—620 nm tik ilggsias bangas praleidziantis (LP) ar tik
trumpasias bangas praleidziantis (SP) filtras arba 600—700 nm juostinis filtras.

Dvispalviy liuciferaziy matavimas optiniu filtru

Tai pavyzdys, kaip gali biiti naudojamas Phelios AB-2350 (ATTO). Sis liuminometras
yra su 600 nm tik ilggsias bangas praleidzian¢iu (LP) filtru (R60 HOYA Co.,
600 nm LP, 1 filtras), kuriuo iSskaidoma SLO (Amax = 580 nm) ir SLR (Amax =
630 nm) liuminescencija.

Siekiant nustatyti 600 nm LP filtro pralaidumo koeficientus, visy pirma, naudojant
iSgrynintus SLO ir SLR liuciferazés fermentus, matuojamas i) SLO ir SLR
bioliuminescencijos intensyvumas be filtro (F0), ii) SLO ir SLR bioliuminescencijos,
praleistos per 600 nm LP filtra (1 filtrg), intensyvumas ir iii) apskai¢iuojami 600 nm LP
filtro pralaidumo SLO ir SLR koeficientai, iSvardyti toliau.

Pralaidumo koeficientai Santrumpa Apibréztis
1 filtro KOreo Filtro SLO
SLO pralaidumo pralaidumo
koeficientai koeficientas
1 filtro KRRreo Filtro SLR
SLR pralaidumo pralaidumo
koeficientai koeficientas

SLO ir SLR intensyvumg bandinyje atitinkamai Zymint O ir R, 1) skleidZiamos Sviesos
intensyvumas be filtro (vien optiskai) FO ir ii) Sviesos intensyvumas ja praleidus per
600 nm LP filtra (1 filtras) F1 apskaic¢iuojami taip, kaip parodyta toliau.

FO=0O+R
F1 =xOr60 X O + kRr6o x R

Sias formules galima isreiksti taip:
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<FO> ( 1 1 )(0>
F1 KOpso  KRpgo/ \R

Tada, naudodami apskaiciuotus pralaidumo koeficientus (kOreo ir kRreo) ir iSmatuotus
FO ir F1, galite O ir R vertes apskaiciuoti taip:

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

Nustatant pralaidumo koeficienta naudojamos medZziagos ir metodai
1) Reagentai
Atskiri iSgryninti liuciferazés fermentai:

liofilizuotas 18grynintas SLO fermentas,
liofilizuotas iSgrynintas SLR fermentas

(kurie, atliekant Sio bandymo tinkamumo patvirtinimo darba, buvo gauti i§ Totoryje
(Japonija) esancios laboratorijos ,,GPC Lab. Co. Ltd.” kartu su THP-GS8 Iasteliy
linija)

Tyrimo reagentas:

Tripluc® liuciferazés tyrimo reagentas (pvz., i§ gamintojo TOYOBO, Cat#MRA-
301)

Terpé: skirta liuciferazés tyrimui atlikti (30 ml, laikoma 2—8 °C temperatiiroje)

Galutine Reikiamas
Reagentas Konc. ) o

konc. terpéje | kiekis
RPMI-1640 | - - 27 ml
FBS - 10 % 3 ml

2) Fermento tirpalo ruosimas

Liofilizuotas iSgrynintas liuciferazés fermentas iStirpinamas mégintuvélyje, ipilant
200 pl 10-100 mM Tris/HCI ar Hepes/HCI buferio (pH 7,5-8,0), i kurj papildomai déta
10 % (m/V) glicerolio, tada fermento tirpalas padalijamas j 10 pl alikvotines dalis
1,5 ml vienkartiniuose mégintuvéliuose, kurie laikomi Saldiklyje —80 °C temperatiiroje.
UZSaldytg fermento tirpalg galima naudoti iki 6 ménesiy. Ji naudojant jpilama 1 ml
liuciferazés tyrimui skirtos terpés (RPMI-1640 su 10 % FBS) 1 kiekvieng is
meégintuveliy, kuriuose yra fermento tirpalai (gaunamas praskiestas fermento tirpalas),
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ir jie laikomi ant ledo, kad neprarasty aktyvumo.
3) Bioliuminescencijos matavimas

Tripluc® liuciferazés tyrimo regentas (,,Tripluc®) atitirpinamas ir laikomas kambario
temperatiiroje — vandens voneléje arba aplinkos oro temperatiiroje. Liuminometras
jjungiamas 30 min. prie§ pradedant matavimg, kad fotodaugintuvas stabilizuotysi.
100 ul praskiesto fermento tirpalo perkeliama j juodos spalvos 96 duobuciy
(ploksc¢iadugne) mikrotitravimo plokstele (SLO etaloninis bandinys | #B1, #B2, #B3
duobutes, SLR etaloninis bandinys j #D1, #D2, #D3 duobutes). Tada, naudojant
automatinj dozatoriy (,,pipetmang‘), po 100 pl pasildyto ,, Tripluc* jpilama j kiekviena
plokstelés duobute, kurioje yra praskiesto fermento tirpalo. Plokstel¢ 10 min. purtoma
kambario temperatiiroje (apie 25 °C) naudojant ploksteliy purtykle. Jei duobutése
susidaro tirpalo burbuly, juos reikia paSalinti. PlokStele dedama i liuminometrg ir
matuojamas liuciferazés aktyvumas. Bioliuminescencija matuojama po 3 sekundes be
optinio filtro (FO) ir su optiniu filtru (F1).

Optinio filtro pralaidumo koeficientas apskaiciuotas taip:

Pralaidumo koeficientas (SLO (kOre0)) = (F1 #B1 + F1 #B2 + F1 #B3) / (FO #B1 + FO
#B2 + FO #B3)

Pralaidumo koeficientas (SLR (kRre0)) = (F1 #D1 + F1 #D2 + F1 #D3) / (FO #D1 + FO
#D2 + FO #D3)

Apskaiciuoti pralaidumo koeficientai naudojami per visus matavimus, atlieckamus
naudojant tg patj liuminometra.

Irangos kokybés kontrolé

Turéty buti atlieckamos IL-8 Luc bandymo protokole apraSytos procediiros (18).
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3.3. priedélis

KVALIFIKACIJAI TIKRINTI SKIRTOS CHEMINES MEDZIAGOS

Pries pradédamos jprastu biidu atlikti bandyma, apraSytg Siame priedélyje, pagal bandymo
metoda B.71, laboratorijos turéty jrodyti savo techning kvalifikacija, gaudamos numatoma
IL-8 Luc tyrimo prognozg¢ dél 10 medziagy, rekomenduojamy 1 lenteléje, ir gaudamos
vertes, patenkancias | atitinkamga etaloninj intervala, dél bent 8 i§ 10 kvalifikacijai tikrinti
skirty cheminiy medziagy (kurios pasirinktos siekiant aprépti odos jautrinimo pavojams
budingy atsaky spektra). Kiti jy atrankos kriterijai buvo tokie, kad ty medziagy biity galima
jsigyti i§ komerciniy tiekéjy ir kad buity galima gauti aukstos kokybés in vivo etaloniniy
duomeny bei auks$tos kokybés in vitro duomeny, nustatyty atliekant IL-8 Luc tyrima.
Taip pat yra paskelbti IL-8 Luc tyrimo atlikimo etaloniniai duomenys (6) (1).

1 lentelé. Cheminés medziagos, rekomenduojamos techninei kvalifikacijai tikrinti dél IL-8 Luc tyrimo

Tirpum IL-8 Luc Etaloninis
Kvalifikacijai tikrinti 20?{:1 /r::ls Prosnozé in roenozel intervalas
skirtos cheminés CAS Nr. Biisena Xg %ivo‘ prog (ug/ml)3
medZiagos - s IL-8 Luc
VIVO15 CVo05 MITS
Jautrinanti
2,4-dinitrochlorbenzenas ~ 97-00-7 Klevt.o ) Netirpus medzutga Teigiama 2,3-3,9 0,5-2,3
medziaga (ypa¢
stipriai)
Jautrinanti
Formaldehidas 50-00-0 Skystis Tirpus medziaga Teigiama 9-30 4-9
(stipriai)
Jautrinanti
2-merkaptobenztiazolas  149-30-4 IO Nepyg MBI pioi 950990 60-250
medziaga (vidutinio
stiprumo)
Jautrinanti
Etilendiaminas 107-153  Skystis  Tipus YA iy 500-700  0,1-0.4
(vidutinio
stiprumo)
Etilenglikolio Jautrinanti
dimetakrilatas 97-90-5 Skystis Netirpus mgdmaga Teigiama >2 000  0,04-0,1
(silpnai)
qa Jautrinanti
4-alilanizolas 140-67-0  Skystis  Netirpus ~ medziaga  Teigiama  >2000 0L~
(estragolas) . - 0,07
(silpnai)
Streptomicino sulfatas o104 Kietoii L o Nejautrinanti -l 520000 52000
0 medziaga medziaga
Glicerolis 56-81-5  Skystis  Tipus AN Nioiama 52000 2000
medziaga
Izopropilo alkoholis 67-63-0 Skystis Tirpus Nejautvr.mantl Neigiama >2 000 >2 000
medziaga

Santrumpos: CAS Nr. — Cheminiy medziagy santrumpy tarnybos registro numeris.
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! Veikimo in vivo geba gauta taikant ECETOC pasiiilytus kriterijus (19).
2 Pagrista anksGiau nustatytomis vertémis (1) (6).
3 CVO05 ir IL-8 liuciferazés minimalios indukcijos ribos (MIT) apskaiciuotos naudojant vandens tirpumo verte,

pateiktg EPI Suite™.
4 CV05 — maziausia koncentracija, kuriai esant cheminiy medZiagy Inh-GAPLA nesiekia 0,05.

5 MIT — maziausios koncentracijos, kurioms esant cheminé medZiaga atitinka teigiamo rezultato kriterijus.

519



D060575/02

3.4. priedélis

INDEKSAI IR SPRENDIMO PRIEMIMO KRITERIJAI
nILSLA (nSLO-LA)

Del IL8LA (SLO-LA) ir d¢él GAPLA (SLR-LA) atitinkamai matuojamas i koncentracijos
vertés (i=0-11) pasikartojimas j karty (j = 1-4). Normalizuotas IL8LA, Zymimas kaip
nIL8LA (nSLO-LA), apibréziamas taip:

Tai yra pagrindinis matavimo vienetas atliekant §j tyrima.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Tai, kiek karty padideja vidutinis nIL8LA (nSLO-LA), kartojantis i koncentracijai, palyginti
su jo verte esant 0 koncentracijai, yra pagrindinis Sio tyrimo matas (Ind-IL8LA). Sis
santykis apibiidinamas tokia formule:

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

Pagrindiné laboratorija pasitlé, kad bandomosios cheminés medZiagos teigiamu rezultatu
biity laikoma verté 1,4. Si verté pagrista tos pagrindinés laboratorijos ankstesniy duomeny
tyrimu. Tada duomeny tvarkymo grupé naudojo §ig verte visuose tinkamumo patvirtinimo
tyrimo etapuose. Pagrindinis rezultatas, Ind-IL8LA, yra 2 aritmetiniy vidurkiy santykis, kaip

parodyta lygtyje.
95 % pasikliautinasis intervalas (95 % PI)

Pagal §; santykj galima apskaiCiuoti 95 % pasikliautingjj intervalg (95 % PI) siekiant
parodyti Sio pagrindinio rezultato mato tikslumg. Apatine 95 % PI riba >1 reiSkia, kad
nlL8LA, esant i koncentracijai, yra kur kas didesnis negu tirpiklio kontrolinio bandinio.
95 % PI galima nustatyti keliais budais. Atlikdami $j tyrima taikéme metoda, vadinama
Fieller’io teorema. Si 95 % pasikliautinojo intervalo teorema gauta pagal tokia formule:

—B —+VB? —4AC —B + vB? —4AC

2A 2A
kurioje:
B sd3 o ~ sdy;
A= xg—t%ms(v)xn—, B=-2XXXYy, C=yi2—t§’975(v)xT,1rn0=4,
0 yi
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Xo = (1/n) x ¥;nIL8LAy;, sdi ={1/(n, — 1)} x ¥;(nIL8LA,; — xo)z,

ny; = 4, §; = (1/ny;) x ¥;(nIL8LAy), sd; = {1/(ny; — 1)} x ¥;(nIL8LA;; — _vi)z.

too75(v) Yra centrinio t skirstinio 97,5 procentilis, esant laisvés laipsniui vy, kai:

o (2 () - 0+ () e )

y1

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Inh-GAPLA yra vidutinio GAPLA (SLR-LA), gauto kartojantis i koncentracijai, santykis,
gautas palyginus su atitinkama tirpiklio kontrolinio bandinio verte, iSreikStas formule

Inh — GAPLA; = {(1/4) X X; GAPLA;;}/{(1/4) X X; GAPLA,;}.
Kadangi GAPLA yra nIL8LA vardiklis, labai maza jo verté lemia didelj nILSLA pokyti.

Todé¢l, esant labai maZai (mazesnei nei 0,05) Inh-GAPLA vertei, Ind-IL8LA vertés gali buti
laikomos nepakankamai tiksliomis.
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3.5. priedélis

METODU, PAGAL KURIUOS ISTIRPINAMOS CHEMINES MEDZIAGOS ATLIEKANT
IL-8 LUC TYRIMA, TAIKYMO SCHEMA

a) Kai cheminés medziagos istirpsta X-VIVO™ 15 esant 20 mg/ml koncentracijai
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Jei cheminé mediiaga yra tirpi X-VIVvO™ 15
(1 ciklas) Skledurnn koeficientasS | @

20 mg/ml Pradinis tirpalas
Skiedimo koeficientas 2 (4 mg/ml)

aaaaaaaaaaa&

1 mgiml 4 mg'ml
_________________________ 2 mgfmi

I Ipilama | lasteliy suspensija 96 duobuiy plokiteléje (50 i : 50 ul)

el bl bl b e

0.5 mpfml 2 mg'ml
1 mg/ml

MNustatoma didZiausia koncentracija per Siuos bandymus:

. CV05; maiiausia koncentracija, kuriai esant
Inh -GAPLA tampa <0,05 (pradinio tirpalo
koncentracija x 1/skiedimo koeficientas (X))

I nh-GAPL A

Galuting koncentracifa per 2, 3ir 4 bandymus

1 mgfml 4 mgfml

g EEEEEEEEEEEEE 0,5 mgfml 2 mgfmil
2, 3arba 4ciklas U . ]
praskiediiama
- . 1x 4 CV0S (4 x pradinio tirpalo
XWVIVO™ 15 kontrolinis bandin
¥ Skiedimo koeficientas 1,5 koncentracijax 1,/X)

e e b b o b e b

|pilama | lasteliy suspensija 96 duobudiy plokiteléje (S0 pl - 50 ul)
2% CVO5

T |
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b) Kai cheminés medziagos néra tirpios X-VIVO™ 15 esant 20 mg/ml koncentracijai

Jei cheminé medZiaga néra tirpi X-VIVO™ 15 Dlak
akama ir
(1 ciklas) 20 mg/m| centrifuguojama 4 Supernatantas
skiedimo koeficientas 2 (pradinis tirpalas)
HHHHHHHH' | b (=
I
#1024 w1M54 *1M8 w14 =1
)'.1.1':1z =1 M28 =132 *118 *102

J Ipilama  Isteliy suspensija 96 duobutiy ploksteléje (S0 ul - SO ul)

S | | | | S

| 11 ]
%1/2043 * 1512 *1 1128 132 * 13 ® 12 o o
0 111024 *1/255 x1/64 115 x4 Galutinis praskiedimas

INh-GAPLA

CV05; maZiausia koncentracija, kuriai esant
Inh-GAPLA tampa <0,05 (pradinio tirpalo

_\ // koncentracijax 1/skiedimo koeficientas (X))

T

Galuting koncentracija per 2, 3 ir 4 bandymus

x1/2048 P - 15 xl 2
0 x1M024 1/x X118 x14
2, 3arba 4 ciklas E—
praskiediiama
. . 1% 4 % CV0S (4 x pradinio tirpalo
X-VIVO™ 15 kontrolinis bandinys .
. o Skiedimo koeficientas 1,5 koncentracija x L*'K_]

e b b b e b b e e

|pilama | Igsteliy suspensijg 96 ducbudiy plokiteléje (50 pl : 50 ul)

b b b b b bl e
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3.6. priedélis

METODO, PAGAL KURJ ISTIRPINAMAS 4-NBB, NAUDOJAMAS TEIGIAMAM
KONTROLINIAM BANDINIUI PER IL-8 LUC TYRIMA, SCHEMA

Teigiamas kontrolinis bandinys: 4-NBB (netirpus X-VIVO™ 15)

Skiedimo koeficientas 4
Plakama ir
centrifugucjama Supernatantas x1/4

20 mg/ml 1

Skiedimo koeficientas 2

- —
X116 x1/ x1/4
X-VIVO™ 15 R
kontrolinis bandinys

Ipilama j lgsteliy suspensijg 96
lduahuEiq plokiteléje (50 pl : 50 ul)

X-VIVO™ 15 X132 x116  x1/8
kontrolinis bandinys

13
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9) C dalis papildoma Siais skyriais:

»,C.52 ISPLESTINIS MEDAKU (ORYZIAS LATIPES) VIENOS KARTOS
REPRODUKCIJOS BANDYMAS (MEOGRT)

IVADAS

1.

Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymy gaires (TG) 240 (2015). I§pléstinis medaky
vienos kartos bandymas (MEOGRT) — kompleksinis bandymo metodas, pagal kurj,
veikiant bandomgja medziaga kelias Zuvy kartas, gaunami duomenys, svarbiis cheminiy
medziagy, jskaitant jtariamas endokrining sistemg galinCias ardyti chemines medziagas,
ekologiniy pavojy ir rizikos vertinimui. Atlieckant MEOGRT bandyma, bandomosios
medziagos ekspozicija trunka iki antros (F2) kartos iSsiritimo (iki dviejy savaiciy po
apvaisinimo). Norint pagrjsti, kad biity naudinga pratesti F2 kartos tyrimg ir po i$siritimo,
reikéty atlikti papildomus tyrimus; kol kas néra pakankamai informacijos, kad bty galima
nustatyti reikiamas salygas ar kriterijus F2 kartos bandymo pratgsimui pagristi. Vis délto
Sis bandymo metodas gali biiti atnaujinamas, atsizvelgiant | naujg informacija ir duomenis.
Pavyzdziui, gairés dél F2 kartos tyrimo pratesimo iki reprodukcijos galéty biiti naudingos
tam tikromis aplinkybémis (pvz., kai cheminiy medziagy biokoncentracijos geba yra didelé
arba turima Ziniy apie poveikj kelioms kartoms tiriant kitus taksonus). Sis bandymo
metodas gali biiti naudojamas vertinant cheminiy medZziagy, jskaitant endokrining sistemg
galimai ardancias chemines medziagas, galimg létinj poveiki zuvims. Pagal §] metoda
pagrindinis démesys skiriamas galimam reikSmingam poveikiui populiacijai (tai yra
neigiamas poveikis i§gyvenamumui, vystymuisi, augimui ir reprodukcijai), apskai€iuojant
nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) arba poveikio koncentracija (ECx), nors
reikéty pazymeti, kad ECx metodai retai tinka Sio pobiidZio didelio masto tyrimams, kai
didinti bandomyjy koncentracijy skai¢iy, siekiant nustatyti norimg ECx verte, gali biiti
nepraktiska ir kartu gali kilti reikSmingy gyviiny geroves problemy d¢l didelio naudojamy
gyviny skaiciaus. Kai nereikia vertinti cheminiy medziagy poveikio kelioms kartoms arba
cheminés medziagos néra endokrining sistemag galinCios ardyti medziagos, gali biti
tinkamesni kiti bandymy metodai (1). Japoniné medaka (Oryzias latipes) yra pagal §j
bandymo metoda naudoti tinkama riiSis, nes jos gyvenimo ciklas yra trumpas ir galima
nustatyti jos geneting lytj (2), kuri pagal §] bandymo metoda laikoma esminés svarbos
dalyku. Sio metodo aprasyme iSdéstyti konkretiis metodai ir stebimos vertinamosios
baigtys tinka tik japoninei medakai. Kitoms smulkiy zuvy riiSims (pvz., zebrinei danijai)
gali biiti pritaikytas panasus bandymo protokolas.
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2. Pagal §j bandymo metodg matuojamos kelios biologinés vertinamosios baigtys. Pagrindinis
démesys skiriamas galimam neigiamam poveikiui reikSmingiems populiacijos
parametrams, jskaitant iSgyvenamuma, bendrg vystymasi, augimg ir reprodukcija. Antra,
siekiant pateikti informacijos apie susijusius mechanizmus ir nustatyti sgsaja su rezultatais,
gautais atlikus kitokius lauko ir laboratorinius tyrimus, kai i$ patirties (a posteriori) turima
jrodymy, kad cheminé medziaga gali turéti endokrining sistemg ardant] poveikj
(pvz., androgeninis ar estrogeninis veikimas, nustatytas kitais bandymais ir tyrimais), kitos
naudingos informacijos gaunama matuojant vitelogenino (vtg) mRNR (arba vitelogenino
baltymo, VTG) kiekius, fenotipinius antrinius lytinius poZymius, susijusius su genetine
lytimi, ir vertinant histopatologija. PaZymétina, kad jei nekyla jtarimy, kad bandomoji
cheminé medZziaga arba jos metabolitai gali biiti endokrining sistemg ardanc¢ios medZziagos,
gali nereikéti matuoti Siy antriniy vertinamyjy baigciy ir gali bati tinkamesni tokie tyrimai,
kuriems reikia maziau iStekliy ir maziau intensyviy bandymy su gyvinais (1). Pagal §j
bandymo metodg vartojamy terminy apibréztys pateiktos 1 priedélyje.

PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

3. Dél riboto cheminiy medziagy, kuriy bandymai atlikti, ir patvirtinant §io gana sudétingo
tyrimo tinkamumg dalyvavusiy laboratorijy skai¢iaus numatoma, kad kai jau bus atlikta
pakankamai tyrimy, kad biity galima nustatyti §io naujo tyrimo plano poveikj, §is bandymo
metodas bus perziiirétas ir, jei reikés, pakeistas atsizvelgiant  jgyta patirtj. Jo duomenys
gali biiti naudojami 5-uoju lygmeniu (Level/ 5) pagal EBPO endokrining sistemg ardanciy
medziagy bandymy ir vertinimy konceptualigjg sistemg (3). Pagal §] bandymo metoda
1§ pradziy suaugusios (FO kartos) Zuvys yra veikiamos bandomgja chemine medZiaga
reprodukcijos etape. Veikimas bandomaja medZiaga tgsiamas vystantis ir dauginantis F1
kartos Zuvims ir iki F2 kartos i$siritimo i§ ikry; taigi, atliekant §j tyrimg galima vertinti ir
struktiirinio, ir aktyvinamojo endokrininio poveikio kelius. AiSkinant su endokrinine
sistema susijusias vertinamgsias baigtis galima taikyti jrodomosios duomeny galios
nustatymo metoda.

4. Bandymui turéty biiti naudojamas pakankamas individy skaicius, kad biity garantuotas
pakankamas gebé¢jimas vertinti su reprodukcija susijusias vertinamagsias baigtis
(zr. 3 priedél;), kartu uztikrinant, kad naudojamy gyviiny skaicius biity minimalus (tik tiek,
kiek butina), d¢l gyviiny gerovés priezas¢iy. Kadangi naudojama daug bandomyjy gyviny,
svarbu kruopsciai apsvarstyti, ar reikia atlikti §] bandyma, atsizvelgiant j esamus duomenis,
kuriuose jau gali buti aktualios informacijos apie daugeli MEOGRT bandymo vertinamyjy
baigtiy. Siuo atZvilgiu gali Siek tick padéti EBPO toksiskumo zuvims bandymy
programa (1).
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5. Sis bandymo metodas sukurtas daugiausia tam, kad biity galima nustatyti vienos cheminés
medziagos poveikj. Taciau jei reikia atlikti miSinio bandyma, vertéty apsvarstyti, ar taip
gauti rezultatai bus tinkami naudoti numatomu reglamentavimo tikslu.

6. Pries pradedant bandymg svarbu turéti informacijos apie bandomosios cheminés
medziagos fizikines ir chemines savybes, ypac¢ kad biity galima paruosti stabilius cheminiy
medziagy tirpalus. Taip pat bitina taikyti pakankamai jautry analizés metoda tikrinant
bandomosios cheminés medziagos koncentracijos vertes.

BANDYMO PRINCIPAS

7. Bandymas pradedamas nuo to, kad lytiSkai subrende patinai ir pateles (kuriy amzius yra
bent 12 savai€iy po apvaisinimo, toliau — s. p. a.), suskirstyti i veislines poras 3 savaites
veikiami bandomgja chemine medziaga; per ta laikg bandomoji cheminé medziaga pagal
jai buidingg toksikokineting elgseng pasiskirsto motininés kartos (FO) gyviiny organizme.
Ketvirtos savaités pirmajg dieng arba kuo arciau Sios dienos surenkami zuvy ikrai, i§ kuriy
jveisiama F1 karta. Auginant F1 kartos zuvis (i§ viso 15 savaiiy) vertinamas i$siritimas
(angl. hatchability) ir iSgyvenamumas. Be to, 9-10s.p.a. zuvy éminiai paimami
vystymosi vertinamosioms baigtims tirti, o nerStas vertinamas tris savaites nuo 12 iki
14 s. p. a. F2 karta pradedama auginti po reprodukcijos vertinimo tre€iosios savaités ir
auginama, iki baigia iSsiristi i§ ikry.

BANDYMO TINKAMUMO KRITERIJAI
8. Taikomi Sie bandymo tinkamumo kriterijai:

- vandenyje iStirpusio deguonies koncentracija turéty biiti >60 % oro soties vertés per visg
bandyma;

- vidutiné vandens temperatiira per visg tyrimg turéty biiti nuo 24 iki 26 °C. Trumpi
nukrypimai nuo $io vidurkio atskiruose akvariumuose neturéty biti didesni nei 2 °C;

- kiekvienos kartos (FO ir F1) kontroliniy grupiy gyviiny vidutinis vislumas turéty biiti
didesnis nei 20 ikry i$ vienos poros per para. Visy vertinimo metu gauty ikry vaisingumas
turéty biiti didesnis nei 80 %. Be to, 16 i§ rekomenduojamy 24 kontroliniy veisliniy pory
(>65 %) vislumas turéty buti didesnis nei 20 ikry i§ vienos poros per para;

- 1Ssiritimas 1§ ikry (vidutinis) turéty buti >80 % kontrolinése (ir F1, ir F2 kartos) grupése;
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- iSgyvenamumas po iSsiritimo iki 3 s. p. a. ir nuo 3 s. p. a. iki F1 kartos likvidavimo
(t. y. 15 s. p. a.) kontrolinése grupése (F1) turéty biiti atitinkamai >80 % (vidutinis) ir
>90 % (vidutinis);

- turéty biiti gauta jrodymy, kad bandomosios cheminés medziagos koncentracijos tirpale
buvo tinkamai palaikomos vidutiniy iSmatuoty ver¢iy +20 % tikslumu.

Nors vandens temperatiira néra vienas i§ tinkamumo Kkriterijy, tos pacios bandomosios
grupés kartotiniai bandiniai neturéty biiti Siuo atzvilgiu statistiskai skirtingi vienas nuo kito,
o bandomosios grupés atliekant bandyma neturéty buti statistiskai skirtingos viena nuo kitos
(remiantis kasdieniais temperatiiros matavimais, neatsizvelgiant j trumpus nuokrypius).

9. Nors didesnio bandomosios medziagos poveikio grupése gali biti pastebimas
reprodukcijos sumazéjimas, FO kartos reprodukcija bent trecios didziausios dozés grupéje
ir visy mazesniy doziy grupése turéty biiti pakankama, kad bity galima pripildyti ikry
inkubatorius. Be to, F1 kartos trecios didziausios dozés ir mazesniy doziy poveikio grupése
turéty buti pakankamai iSgyvenusiy embriony, kad biity galima jvertinti vertinamasias
baigtis i§ nesuaugusiy zuvy éminiy (zr. 36 ir 38 punktus ir 9 priedélj). Be to,
iSgyvenamumas po i$siritimo turi biiti bent minimalus (~20 %) F1 kartos antros didZiausios
dozés poveikio grupéje. Tai néra tinkamumo kriterijai, taciau tai rekomendacijos, kaip biity
galima apskaiciuoti patikimas NOEC vertes.

10. Jei pastebima, kad nukrypta nuo bandymo tinkamumo kriterijy, reikéty apsvarstyti to
padarinius bandymo rezultaty patikimumui, ir tie nukrypimai bei svarstymai turéty biiti
jtraukti 1 bandymo ataskaitg.

METODO APRASYMAS

Aparatira

11. Jprasta laboratorin¢ jranga ir §i speciali jranga:

a) deguonies ir pH matuokliai;
b)jranga vandens kietumui ir Sarmingumui nustatyti;,
c) tinkama temperatiiros kontrolés (geriausia nuolatinés stebésenos) aparatiira;

d)i8 chemiskai inertiSkos medziagos pagaminti indai (akvariumai), tinkamos talpos pagal
rekomenduojamag Zuvy jkrova ir laikymo tanki juose (zr. 3 priedéli);

e) reikiamo tikslumo svarstyklés (t. y. 0,5 mg tikslumo).

Vanduo

529



12.

D060575/02

Bandymui galima naudoti bet kokj vandenj, kuriame bandomosios riisies zuvys gali ilgai
gyventi ir augti. Vandens kokybé turéty biiti pastovi per visg bandymg. Siekiant uztikrinti,
kad skiedimo vanduo nepadaryty netinkamo poveikio bandymo rezultatui (pvz.,
sudarydamas kompleksinius junginius su bandomagja chemine medziaga) ar neigiamo
poveikio veisliniy zuvy produktyvumui, tam tikrais intervalais turéty biiti imami éminiai
analizei. Sunkiyjy metaly (pvz., Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), pagrindiniy anijony ir katijony
(pvz., Ca*, Mg*, Na’, K', CI, SO4*), pesticidy, bendrosios organinés anglies ir
suspenduoty kietyjy daleliy kiekiy matavimai turéty biti atlieckami, pavyzdziui, kas SesSis
ménesius, kai yra zZinoma, kad skiedimo vanduo yra gana pastovios kokybés. Kai kurios
skiedimui tinkamo vandens cheminés savybés nurodytos 2 priedélyje. Vandens pH verté
turéty buti intervale nuo 6,5 iki 8,5, bet per konkrety bandyma ji neturéty pakisti daugiau
kaip +0,5 pH vieneto.

Ekspozicijos sistema

13.

Ekspozicijos sistemos konstrukcija ir jai tinkamos medziagos konkreciai nenurodomos.
Bandymo sistema turéty biiti pagaminta i$ stiklo, nertidijan¢iojo plieno ar kitos chemiskai
inertitkos medziagos, neuZteritos per ankstesnius bandymus. Siam bandymui tinkama
ekspozicijos sistema gali biti nuolatinio srauto pratekamoji sistema (4) (5) (6) (7) (8) (9)

(10) (11) (12) (13).

Bandymo tirpalai

14.

15.

Bandomosios cheminés medziagos pradinis tirpalas turéty biiti } ekspozicijos sistema
tiekiamas tinkamu siurbliu. Pradinio tirpalo srauto sparta (debitas) turéty biti kalibruota
remiantis bandymo tirpaly tinkamumo analiziniu patvirtinimu, prie§ pradedant veikimo
bandomaja medZiaga etapa, ir periodiSkai tikrinama tlirio matavimais per visa bandyma.
Bandymo tirpalas kiekvienoje bandymo kameroje tinkamai atnaujinamas (pvz., visas jo
tiiris pakei¢iamas ne maziau kaip 5 kartus per parg, daugiausia iki 16 karty per para, arba
palaikomas iki 20 ml per minut¢ srautas) priklausomai nuo bandomosios cheminés
medziagos stabilumo ir vandens kokybes.

Pasirinkty koncentracijy bandymo tirpalai ruoSiami skiedZiant pradinj tirpalg. Pradinj
tirpalg patartina ruoSti paprasCiausiai sumaiSant arba suplakant bandomagja cheming
medziaga su skiedimo vandeniu mechaninémis priemonémis (pvz., maiSykle ir (arba)
ultragarsu). Tinkamos koncentracijos pradiniam tirpalui ruosti galima naudoti prisotinimo
kolon¢les ar sistemas arba pasyviojo dozavimo metodus (14). Reikéty stengtis, kiek tik
jmanoma, nenaudoti tirpikliy ar neSikliy, nes: 1) kai kurie tirpikliai patys gali buti toksiski
ir (arba) sukelti nepageidaujamus ar netikétus atsakus, 2) kai bandomyjy cheminiy
medziagy koncentracijos virSija jy tirpumo vandenyje geba (taip gali daznai nutikti
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naudojant tirpiklius), gali buti netiksliai nustatytos efektyviosios jy koncentracijos, 3) per
ilgesnj laikg trunkancius bandymus naudojami tirpikliai gali paskatinti nemazg biologinés
plévelés, susijusios su mikroorganizmy aktyvumu, susidaryma, ir tai gali paveikti aplinkos
salygas ir gebéjimg palaikyti tinkamas poveikio koncentracijas, ir 4) kai néra ankstesniy
duomeny, kuriais bty patvirtinta, kad atitinkamas tirpiklis nedaro poveikio tyrimo
rezultatui, naudojant tirpiklius reikia tirpiklio kontrolinio bandinio, o tai turi poveikj
gyviny gerovei, nes bandymui atlikti reikia daugiau gyviny. Tiriant chemines medziagas,
kuriy bandymus atlikti sunku, galima naudoti tirpiklj, kai néra kitos iSeities, ir reikéty
nustatyti geriausig metoda remiantis EBPO rekomendaciniu dokumentu Nr. 23 dél sunkiai
tirlamy medziagy ir miSiniy toksiSkumo vandens organizmams bandymy (15). Tirpiklio
pasirinkimas priklauso nuo bandomosios cheminés medziagos cheminiy savybiy ir nuo to,
ar yra ankstesniy duomeny apie to tirpiklio naudojimg. Jei naudojami tirpikliai-nesikliai,
kartu su kontroliniais (neigiamais) bandiniais be tirpiklio (tik su skiedimo vandeniu) turéty
biiti naudojami ir tinkami tirpiklio kontroliniai bandiniai. Tuo atveju, kai tirpiklio
naudojimas neiSvengiamas ir dél to padidéja mikroorganizmy aktyvumas (susidaro
biologiné plével¢), rekomenduojama uzraSyti ir ataskaitoje pranesti biologinés plévelés
susidarymo kiekviename inde duomenis per visg bandyma (bent kas savaite). Geriausia yra
palaikyti pastovig tirpiklio koncentracijg tirpiklio kontroliniame bandinyje ir visuose
bandomosios medZiagos bandiniuose. Jei tirpiklio koncentracija néra pastovi, didZiausia
tirpiklio koncentracija, esanti bandinyje su bandomaja medZiaga, turéty biiti naudojama ir
tirpiklio kontroliniame bandinyje. Tais atvejais, kai naudojamas tirpiklis-neSiklis,
didZiausios tirpiklio koncentracijos neturéty virSyti 100 pul/l ar 100 mg/l (15) ir
rekomenduojama palaikyti kuo mazesng tirpiklio koncentracijg (pvz., <20 pl/l), kad biity
1Svengta galimo tirpiklio poveikio matuojamoms vertinamosioms baigtims (16).

Bandomieji gyviinai

Zuvy atranka ir laikymas
16. Bandomoji riisis yra japonin¢é medaka Oryzias latipes, pasirinkta dél jos trumpo gyvenimo
ciklo ir galimybés nustatyti geneting lyti. Nors panasy bandymo protokolg galima pritaikyti
ir kity smulkiy r@i$iy zuvims, pagal §] bandymo metodg apraSyti konkretis metodai ir
stebimos vertinamosios baigtys tinka tik japoninei medakai (Zr. 1 punktg). Medakas yra
lengva veisti nelaisvéje; yra paskelbta jy auginimo metody (17) (18) (19) ir turima
duomeny, gauty i§ jy trumpalaikio Zlistamumo, ankstyvosios gyvenimo stadijos ir viso
gyvenimo ciklo bandymy (5) (6) (8) (9) (20). Visy laikomy Zzuvy apSvietimo reZimas yra
16 val. §viesos ir 8 val. tamsos laikotarpis. Zuvys Seriamos gyvy siiriavandeniy kreveéiy
Artemia spp. nauplijais, kuriuos, jei biitina, galima papildyti pirktiniais zuvy paSaro
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dribsniais. Pirktiniai Zuvy pasaro dribsniai turéty biiti reguliariai analizuojami, ar juose
néra tersaly.

Jei laikomasi tinkamos Zuvy prieziiiros praktikos, specialaus jy auginimo protokolo laikytis
nereikia. Pavyzdziui, medakas galima auginti 2 1 tiirio induose, po 240 Zuvy lervy
kiekviename inde, iki 4 s. p. a., véliau jas galima auginti 2 1 tiirio induose po 10 Zuvy
viename inde iki 8 s. p. a., o tada j 2 1 tirio indus perkeliama po dvi zuvis (veislinés poros).

Zuvy aklimatizacija ir atranka

18.

19.

20.

Zuvis bandymui reikéty rinktis i§ vienos laboratorinés populiacijos, aklimatizuotos bent
dvi savaites prie§ bandyma panasiomis, kaip bandymo, vandens kokybés ir apS$vietimo
salygomis (pastaba: $is aklimatizacijos laikotarpis néra paruosiamasis laikotarpis bandymo
vietoje, in situ). Rekomenduojama bandymui Zuvis imti i§ vietoje iSaugintos kultiiros, nes
suaugusiy Zuvy gabenimas joms kelia stresa ir gali sukliudyti patikimai neriti. Zuvys turéty
biti Seriamos suriavandeniy kreveciy nauplijais dukart per dieng per visa laikymo
laikotarp; ir veikimo bandomgja medZziaga etape; jei reikia, Sis paSaras papildomas
pirktiniais zuvy paSaro dribsniais. Pradedant §j bandymga bitina turéti bent 42 veislines
zuvy poras (54 veislines poras, jei reikia naudoti tirpiklio kontrolinj bandinj, i$ dalies todél,
kad truksta ankstesniy duomeny, kuriais biity galima pagristi tik tirpiklio kontrolinio
bandinio naudojimg), kad biity uztikrintas pakankamas dauginimasis. Be to, kiekvieng FO
kartos veisling porg reikéty patikrinti ir jsitikinti, kad jos genai yra XX-XY (t. y. normalus
kiekvienos lyties lytiniy chromosomy kompleksas), kad nebiity jtraukta spontaniniy XX
patiny (zr. 39 punktg).

Auginamy zuvy gaiStamumo aklimatizacijos etape duomenis reikéty uzrasyti, o po 48 val.
stabilizacijos laikotarpio taikomi Sie kriterijai:

jei auginamos populiacijos gaiStamumas per septynias paras iki perkélimo j bandymo
sistemg yra didesnis nei 10 %, visa ta partija atmetama;

jei gaiStamumas toje populiacijoje per septynias paras pries perkelima ] bandymo sistema
yranuo 5 % iki 10 % — prie 2 savaiciy aklimatizacijos laikotarpio pridedamos dar
septynios papildomos aklimatizacijos paros; jei per tas septynias papildomas paras
gaiStamumas yra didesnis nei 5 %, visa ta partija atmetama;

jei gaiStamumas toje populiacijoje per septynias paras pries§ perkélimg j bandymo sistema
yra mazesnis nei 5 % — ta partija laikoma tinkama.
Dviejy savaiciy aklimatizacijos laikotarpiu prie$ bandyma ir veikimo bandomaja medziaga
laikotarpiu zuvys neturéty biti gydomos nuo ligy, o jei jmanoma, gydymo nuo ligy reikéty
visiSkai iSvengti. Klinikiniy ligos poZymiy turin€ios Zuvys neturéty biiti naudojamos
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tyrimui. Auginimo laikotarpiu prie§ bandyma reikéty pildyti stebéjimo ir bet kokios ligy
profilaktikos bei gydymo Zurnalg.

21.Pradedant veikimo bandomgja medziaga etapg, turéty buti naudojamos lytiSkai
dimorfiskos, geneting lytj turincios suaugusios zuvys i$ laboratorijos turimy reprodukcijai
subrendusiy gyviny, auginty 25 +2 °C temperaturoje, iStekliy. Tos Zuvys turéty buti
patvirtintos kaip tinkamos veisimui (t. y. jau turéjusios gyvybingy palikuoniy) per savaitg
iki veikimo bandomgja medziaga pradzios. Visoje bandymui naudojamy Zuvy grupéje
individy masés intervalas pagal lytj bandymo pradzioje neturéty daugiau kaip £20 %
nukrypti nuo tos pacios lyties individy masés aritmetinio vidurkio. Prie§ bandyma reikéty
pasverti zuvy poéminj ir nustatyti viduting masg¢. Pasirinkty Zuvy amzius turéty biiti bent
12 s. p. a., patelés turéty sverti >300 mg, patinai >250 mg.

BANDYMO PLANAS

Bandomosios medZiagos koncentracijos vertés

22. Rekomenduojama naudoti penkiy bandomosios cheminés medziagos koncentracijos verciy
bandinius kartu su kontroliniu (-iais) bandiniu (-iais). Renkantis bandomosios medziagos
koncentracijos verCiy intervalg reikéty atsizvelgti i visus informacijos Saltinius, jskaitant
kiekybinius medziagos struktiros ir savybiy rySius (QSAR), palyginimg su analogisSkomis
medziagomis (analogijos metodas) ir bandymy su Zuvimis rezultatus, kaip antai pagal
Umaus gaiStamumo tyrimy (Sio priedo C.1 skyrius), trumpalaikés zuvy reprodukcijos
tyrimo (Sio priedo C.48 skyrius) ir kitus bandymy metodus, pvz., pateiktus $io priedo C.15,
C.37, C.41, C.47 arba C.49 skyriuje (21) (22) (23) (24) (25) (26), jei tokios informacijos
yra, arba, jei biitina, atlikti intervalo nustatymo bandyma, galbiit apimantj reprodukcijos
etapa. Jei reikia, intervalo nustatymo bandymas gali biti atliekamas panaSiomis (vandens
kokybés, bandymo sistemos, gyviiny jkrovos) salygomis ] tas, kurios naudojamos per
galutinj bandyma. Jei biitina naudoti tirpiklj ir dél jo neturima ankstesniy duomeny, per
intervalo nustatymo bandymg galima kartu nustatyti to tirpiklio tinkamuma. DidZiausia
bandomosios medziagos koncentracija neturéty virSyti jos tirpumo vandenyje ribos,
10 mg/l arba 1/10 96h-LC50 vertés (27). Maziausia koncentracija turéty buti nuo 10 iki
100 karty mazesné nei didziausia koncentracija. Naudojant penkias koncentracijos vertes
per §j bandyma galima ne tik iSmatuoti dozés ir atsako santykius, bet ir gauti maziausios
pastebéto poveikio koncentracijos (LOEC) ir nepastebéto poveikio koncentracijos (NOEC)
vertes, kurios reikalingos rizikos vertinimui pagal kai kurias reglamentavimo programas ar
jurisdikcijas. Apskritai bandomosios cheminés medziagos nominaliyjy koncentracijy
skirtumo koeficientas tarp gretimy doziy yra <3,2.
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Kartotiniai bandiniai bandomosiose grupése ir kontrolinése grupése

23.

24.

Kiekvienai bandomosios medziagos koncentracijai turéty biiti naudojamos bent SeSios
kartotinés bandymo kameros (zr. 7 priedélj). Reprodukcijos (iSskyrus FO kartos
reprodukcija) etape kartotiniy bandiniy struktiira padvigubinama, siekiant vertinti visluma,
ir kiekviename kartotiniame bandinyje laikoma tik viena veisliné pora (zr. 42 punktg).

Kartu su jvairiy bandomosios medziagos koncentracijy bandiniais turéty biti papildomai
naudojamas skiedimo vandens kontrolinis bandinys ir, jei reikia, tirpiklio kontrolinis
bandinys. Kontroliniy bandiniy kartotiniy kamery skaicius turéty buti dvigubai didesnis,
kad bty uztikrinta pakankama statistiné galia (t.y. reikéty naudoti bent dvylika
kontroliniy bandiniy kontrolinése grupése). Reprodukcijos etape kartotiniy kontroliniy
bandiniy skai¢ius padvigubinamas (t. y. maZziausiai 24 kartotiniai bandiniai ir kiekviename
kartotiniame bandinyje tik viena veisliné pora). Po reprodukcijos kontroliniuose
kartotiniuose bandiniuose turéty biiti ne daugiau kaip po 20 embriony (Zuvy).

PROCEDURA

Bandymo pradzia

25.

26.

Aktyvaus reprodukcinio amziaus suaugusios zuvys, naudojamos pradedant FO kartos
bandyma, atrenkamos pagal du kriterijus: amziy (paprastai daugiau kaip 12 s. p. a., bet
patartina ne daugiau kaip 16 s.p.a.) ir mas¢ (patelés turéty sverti >300 mg, patinai
>250 mg).

Sias nurodytas salygas atitinkandios pateliy ir patiny poros perkeliamos atskiromis poromis
1 kiekvieng kartotinio bandinio inda, t. y. bandymo pradZioje turi buti dvylika kartotiniy
bandiniy kontrolinése grupése ir Sesi kartotiniai bandiniai chemine medZiaga veikiamose
grupése. Siems bandymo indams atsitiktine tvarka skiriama tam tikra bandomosios
medziagos dozé (pvz., T1-T5 ir kontrolinis bandinys) ir kartotinis bandinys (pvz., A—-L
kontrolinése grupése ir A—F bandomojoje grupéje), tada jie idedami j ekspozicijos sistema,
uztikrinant tinkama tirpalo srautg j kiekvieng indg.

Veikimo bandomaja medziaga salygos

27.

28.

Visi bandymo parametrai ir sglygos iSsamiai iSdéstyti 3 priedélyje. Laikantis Siy
specifikacijy kontrolinés grupés zuvy vertinamyjy baigéiy vertés turéty biiti panasios | tas,
kurios nurodytos 4 priedélyje.

Bandymo metu vandenyje iStirpes deguonis, pH ir temperatiira turéty biiti matuojami bent
viename kiekvienos bandomosios grupés ir kontrolinés grupés bandymo inde. Siuos
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(iSskyrus temperatiiros) matavimus veikimo bandomgja medziaga laikotarpiu reikéty atlikti
bent kartg per savaitg. Vidutiné vandens temperatiira per visg tyrimg turéty biiti nuo 24 iki
26 °C visu bandymo laikotarpiu. Veikimo bandomgja medziaga laikotarpiu temperatiira
turéty buti matuojama kiekvieng dieng. Vandens pH verté turéty buti intervale nuo 6,5 iki
8,5, bet per konkrety bandyma ji neturéty pakisti daugiau kaip +0,5 pH vieneto. Vienos
bandomosios grupés kartotiniai bandiniai neturéty biiti statistiSkai skirtingi vienas nuo kito,
o bandomosios grupés atlickant bandyma neturéty biiti statistiSkai skirtingos viena nuo
kitos (remiantis kasdieniais temperatiros matavimais, neatsizvelgiant ] trumpus
nuokrypius).

Ekspozicijos trukmé

29. Pradedant bandyma, lytiskai subrendusios reprodukcijai FO kartos Zuvys veikiamos
bandomaja medziaga tris savaites. Ketvirta savaitg, mazdaug 24 bandymo dieng,
pradedama auginti F1 karta, o FO veisliniy pory Zuvys humaniskai numarinamos ir
uzraSomi jy masés ir ilgio duomenys (zr. 34 punkta). Tada F1 kartos zuvys veikiamos
bandomaja medziaga dar 14 savaiciy (i§ viso F1 kartai tenka 15 savaiciy poveikis), o F2
karta — dvi savaites iki iSsiritimo 1§ ikry. Visa bandymo trukmé yra preliminariai 19
savaiCiy (t.y. iki F2 kartos iSsiritimo). Bandymo tvarkarastis pateikiamas 2 lentel¢je ir
1Ssamiau paaiSkintas 9 priedélyje.

Sérimo reZimas

30. Zuvis galima Serti sariavandenémis krevetémis Artemia spp. (24 valandy amzZiaus
nauplijais) iki soties, o jei reikia, ir papildomai pirktiniais Zuvy pasaro dribsniais. Pirktiniai
Zuvy paSaro dribsniai turéty biiti reguliariai analizuojami, ar juose néra terSaly, kaip antai
chloro organiniy pesticidy, policikliniy aromatiniy angliavandeniliy (PAA) ar
polichlorintyjy bifenily (PCB). Reikéty stengtis nenaudoti tokiy paSary, kuriuose yra
didesnis endokrining sistemg veikianciy medziagy (pvz., fitoestrogeny), galinciy paveikti
bandymo rezultatg, kiekis. Nesuvartotas pasaras ir iSmatos i§ bandymo indy turéty biiti
paSalinami taip daznai, kaip reikia, pvz., kruops¢iai iSvalant kiekvieno indo dugng sifonu.
Kiekvieno indo Sonus ir dugng taip pat reikéty nuvalyti (pvz., nugrandyti mentele) vieng ar
du kartus per savaite. Zuvy $érimo rezimo pavyzdys pateiktas 5 priedélyje. Sérimo normos
priklauso nuo zuvy skaiciaus kartotiniame bandinyje. Taigi jei kartotiniame bandinyje
nugaista dalis zuvy, $érimo norma sumazinama.

Analizinis nustatymas ir matavimai

31.Prie§ pradedant veikimo bandomaja medZiaga etapa reikeéty jsitikinti, kad cheminés
medziagos tiekimo sistema tinkamai veikia. Turéty buiti nustatyti visi reikiami analizés
metodai, taip pat reikéty pakankamai Zinoti apie tos cheminés medZiagos stabiluma
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bandymo sistemoje. Atlieckant bandyma, tinkamais intervalais nustatomos bandomosios
cheminés medziagos koncentracijos (patartina tai daryti bent karta per savait¢) viename
kiekvienos bandomosios grupés kartotiniame bandinyje, kas savait¢ renkantis tikrinti vis
kita kartotinj bandinj toje pacioje bandomojoje grupg¢je.

Bandymo metu turéty biiti tinkamais intervalais (pvz., bent tris kartus per savaite)
tikrinami skiesto ir pradinio tirpalo srautai (debitas). Rekomenduojama rezultatus pagrjsti
iSmatuotomis koncentracijos vertémis, taciau jei bandomosios cheminés medZziagos
koncentracija tirpale buvo tinkamai palaikoma +20 % vidutiniy i§matuoty ver¢iy tikslumu
per visa bandyma, rezultatus galima pagristi arba nominaliosiomis, arba iSmatuotomis
vertémis. Tuo atveju, kai cheminés medziagos labai kaupiasi zuvyse, bandomosios
medziagos koncentracijos gali sumazéti zuvims augant. Tokiais atvejais rekomenduojama
atitinkamai pritaikyti bandymo tirpalo atnaujinimo spartg kiekvienoje kameroje, kad biity
palaikomos kuo pastovesnés bandomosios medziagos koncentracijos.

Stebéjimai ir matuojamos vertinamosios baigtys

33.

34.

Matuojamos vertinamosios baigtys yra vislumas, vaisingumas, iSsiritimas, augimas ir
iSgyvenamumas, vertinant galimg poveiki populiacijos lygiu. Taip pat reikéty kasdien
stebéti gyviny elges] ir uzrasyti pastabas d¢l bet kokio nejprasto elgesio. Kitos mechaninio
pobidZio vertinamosios baigtys yra kepeny vitelogenino (vtg) mRNR arba VTG baltymo
kiekiai, nustatomi imuniniu tyrimu (28), lyties fenotipiniai pozymiai, tokie kaip patinams
budingi analinio peleko gumburéliai, histologinis lytiniy liauky (gonady) lyties vertinimas
ir histopatologinis inksty, kepeny ir lytiniy liauky vertinimas (Zr. vertinamyjy baig€iy
saraSg 1 lenteléje). Visos Sios konkre€ios vertinamosios baigtys vertinamos nustacius
individo geneting lyt] pagal tai, ar yra medakos vyriskaja lyti lemiantis genas dmy, ar jo
néra (Zr. 41 punktg). Papildomai vertinamas laikas iki nerSto. Be to, paprastus fenotipinius
ly€iy santykius galima nustatyti naudojant informacija apie suskai¢iuotus analinio peleko
gumburélius, taip identifikuojant atskirg medaka kaip fenotipinj pating arba patele. Siuo
bandymo metodu nesitikima nustatyti nedideliy nukrypimy nuo tikétino ly¢iy santykio, nes
deél palyginti nedidelio zuvy, esanciy kiekviename kartotiniame bandinyje, skaiCiaus
nepakanka statistinés galios. Be to, atliekant histopatologinj vertinimg, jvertinama lytiné
liauka ir atliekamos kur kas patikimesnés analizés, vertinant lytinés liaukos fenotipg
genetings lyties kontekste.

Pagrindinis S§io bandymo metodo tikslas yra jvertinti galimg populiacijai reikSmingg
bandomosios cheminés medziagos poveikj. Mechanistinés vertinamosios baigtys (VTG,
antriniai lytiniai poZymiai ir tam tikras histopatologinis poveikis lytinéms liaukoms)
taip pat gali padéti nustatyti, ar koks nors poveikis patiriamas dé¢l endokrininés sistemos
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veikimo. Taciau Sioms mechaninio pobiidzio vertinamosioms baigtims gali turéti jtakos ir
sisteminis bei kitoks toksiSkumas, tod¢l taip pat galima iSsamiau jvertinti kepeny ir inksty
histopatologija, siekiant geriau suprasti bet kokius organizmo atsakus, nustatytus tiriant
mechaninio pobiidzio vertinamasias baigtis. Jei neatlickama $iy i§samiy vertinimy, vis vien
reikéty atkreipti démes; | dideles anomalijas, atsitiktinai pastebétas atliekant
histopatologinj vertinima, ir apie jas pranesti ataskaitoje.

Humaniskas Zuvy numarinimas

35.

Nutraukus FO ir F1 karty zuvy veikimg bandomgja chemine medziaga, kai imamas
nesuaugusiy zuvy poéminis, Zuvys turéty biiti numarinamos tinkamais anestetiko tirpalo
kiekiais (pvz., trikaino metansulfonato, MS-222 (CAS.886-86-2), 100-500 mg/l),
buferiniame tirpale su 300 mg/l NaHCO3 (natrio hidrokarbonato, CAS.144-55-8), kuriuo
sumazinamas gleiviniy dirginimas. Jei yra pozymiy, kad zuvys patiria dideliy kanciy
(kurios yra labai didelés ir galima patikimai prognozuoti Zzitj), ir jos laikomos
gaiStan¢iomis, reikéty tuos gyviinus anestezuoti ir numarinti, o per duomeny analize
traktuoti kaip nugaiSusius gyvinus. Kai zuvys numarinamos dél liguistumo, reikéty tai
uzraSyti ir praneSti ataskaitoje. Priklausomai nuo to, kuriame tyrimo etape Zuvys
numarinamos, galima pasilikti Zuvis histopatologinei analizei (uzfiksuoti Zuvis, kad biity
galima atlikti histopatologing analizg).

Zuvy ikry ir lervy tvarkymas

Veisliniy pory ikry rinkimas naujai kartai jveisti

36.

37.

FO kartos Zuvy ikrai F1 kartai jveisti renkami 4 bandymo savaités pirmaja dieng (arba, jei
reikia, dvi pirmas dienas), o F1 kartos ikrai F2 kartai jveisti renkami 18 bandymo savaite.
18 bandymo savait¢ F1 kartos Zuvys yra suaugusios (15 savaiciy po apvaisinimo, s. p. a.).
Svarbu, prie§ pradedant rinkti ikrus, prie§ vieng dieng paSalinti visus ikrus i§ kiekvieno
indo, taip uztikrinant, kad visi surinkti veislinés poros ikrai biity vienos vados. Po nersto
medakos patelé kartais neSiojasi ikrus prikibusius prie savo kiino, arti iSeinamosios angos,
kad galéty juos padéti ant tinkamo substrato. Kadangi bandymo inde substrato néra, ikrus
galima rasti arba prikibusius prie patelés, arba indo dugne. Priklausomai nuo jy buvimo
vietos, ikrai atsargiai nuimami nuo patelés arba iSsiurbiami i§ dugno sifonu 4 bandymo
savaite (FO kartos) ir 18 savaite (F1 kartos). Visi surinkti vienos bandomosios grupés ikrai
sudedami kartu pries juos paskirstant j inkubavimo kameras.

ISnerStus ikrus jungiancios gijos turéty biiti paSalintos. Apvaisinti ikrai (iki 20) paimami i$
kiekvienos veislinés poros (1 pora kiekviename kartotiniame bandinyje), sudedami kartu
pagal bandomaja grupe¢ ir sistemingai paskirstomi j tinkamas inkubavimo kameras (6, 7
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priedé¢liai). Naudojant kokybiska stereomikroskopa (skrodimo mikroskopg) galima jzitiréti
ankstyvus apvaisinimo, vystymosi pozymius, tokius kaip apvaisinimo membranos
(choriono) pakilimas, tolesnis lgsteliy dalijimasis ar blastulés susidarymas. Inkubavimo
kameras galima jdéti i atskirus inkubavimo akvariumus, paruostus kiekvienai bandomajai
grupei (tokiu atveju juose turi biiti matuojami vandens kokybés parametrai ir bandomosios
cheminés medziagos koncentracijos), arba | kartotinio bandinio akvariuma, kuriame bus
laikomos i$siritusios lervos (pvz., eleuteroembriono stadijoje). Jei ikrus reikia rinkti ir
antrg dieng (23 bandymo dieng), visus per abi dienas surinktus ikrus reikéty sudéti kartu, o
tada sistemingai perskirstyti i kiekvienos bandomosios grupés kartotinius bandinius.

lkry prieZiura iki issiritimo

38.

39.

Apvaisinti ikrai nuolat judinami, pvz., ikry inkubatoriuje oro burbulais arba vertikaliai
supant ikry inkubatoriy. Apvaisinty ikry (embriony) ziistamumas tikrinamas ir uzraSomas
kiekvieng diena. Negyvi ikrai paSalinami i§ inkubatoriy (9 priedélis). 7 dieng po
apvaisinimo (d. p. a.) judinimas sustabdomas arba sumazinamas, kad apvaisinti ikrai
nusésty j inkubatoriaus dugng. Tai palengvina iSsiritima, kuris paprastai vyksta per vieng ar
dvi tolesnes dienas. Kiekvienos bandomosios grupés ir kontrolinés grupés iSsirit¢ gyviinai
(jaunos lervos; eleuteroembrionai) suskai¢iuojami (jungtinio kartotinio bandinio pagrindu).
Apvaisinti ikrai, 1§ kuriy dar néra iSsiritusios lervos per dukart ilgesnj laikg nei iki
vidutinés (medianinés) iSsiritimo kontrolinéje grupéje dienos (paprastai 16 ar 18 d. p. a.),
laikomi negyvybingais ir paSalinami.

Dvylika iSsiritusiy lervy perkeliamos ] kiekvieng kartotinio bandinio indg. ISsiritusios
lervos 1§ inkubavimo kamery sudedamos kartu ir sistemingai paskirstomos j kartotiniy
bandiniy indus (7 priedélis). Tai galima daryti atsitiktine tvarka iSrenkant i8siritusig lerva is
jungtinés bandomosios grupés ir paeiliui, taip pat atsitiktine tvarka, dedant po vieng lerva |
kiekvieng kartotinio bandinio akvariumg. Kiekviename inde turéty biti vienodas skaicius
(n=12) 1Ssiritusiy lervy (daugiausia 20 lervy kiekviename inde). Jei iSsiritusiy lervy
nepakanka visiems bandomosios grupés kartotiniams bandiniams  uzpildyti,
rekomenduojama uztikrinti, kad biity kuo daugiau kartotiniy bandiniy, kuriuose biity po 12
i8siritusiy lervy. ISsiritusias lervas galima saugiai perkelti placiaangémis stiklo pipetémis.
Bet kokios atliekamos iSsiritusios lervos humaniskai numarinamos anestetiku. Per kelias
savaites iki veisliniy pory sudarymo reikéty uzrasyti, kurig dieng pastebétas pirmas nersto
atvejis kiekviename kartotiniame bandinyje.

Veisliniy pory sudarymas

Peleky kirpimas ir genotipinés lyties nustatymas
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40. Genotipinés lyties nustatymas i$ peleky nuokarpy atliekamas 9-10 s. p. a. (t. y. F1 kartos
zuvy 12 ar 13 bandymo savaite). Visos inde esancios Zuvys anestezuojamos (patvirtintais
metodais, pvz., IACUC) ir paimamas mazas audinio éminys i§ kiekvienos Zuvies uodeginio
peleko galo i§ nugaros ar pilvo pusés, kad biity galima nustatyti individo genotiping
lyti (29). Vieno kartotinio bandinio zuvis galima laikyti mazuose narveliuose (jei
jmanoma, po vieng zuvj narvelyje) tame kartotinio bandinio inde, arba kiekviename
narvelyje galima laikyti po dvi zuvis, jeigu imanoma jas vieng nuo kitos atskirti. Vienas
budas jas skirti yra skirtingai ipjauti uodeginj peleka (pvz., vienos Zuvies peleko galg i$
pilvo pusés, kitos — i§ nugaros pusés) imant audinio éminj.

41. Medakos genotipiné lytis nustatoma i§ identifikuoto ir nustatytos sekos geno dmy, kuris yra
Y chromosomoje. Geno dmy buvimas reiSkia, kad tai yra XY individas, nepriklausomai
nuo jo fenotipo, o jei geno dmy néra, tai yra XX individas, nepriklausomai nuo
fenotipo (30); (31). IS kiekvieno peleko nuokarpos iSgaunama deoksiribonukleortigstis
(DNR) ir galima nustatyti, ar genas dmy yra, ar jo néra, polimerazés grandininés reakcijos
(PGR) metodais (zr. Sio priedo C.41 skyriaus 9 priedélj, arba 3 ir 4 priedélius (29)
literatiiros Saltinyje).

Veisliniy pory sudarymas

42. Informacija apie genotiping lyt] naudojama sudarant XX-XY veislines poras
nepriklausomai nuo iSorinio fenotipo, kuris gali buti pakites dél bandomosios cheminés
medziagos poveikio. Kita dieng po to, kai nustatoma kiekvienos zuvies genotipiné lytis,
atsitiktine tvarka atrenkamos dvi XX Zuvys ir dvi XY Zuvys i§ kiekvieno kartotinio
bandinio ir sudaromos dvi XX-XY veislinés poros. Jei kartotiniame bandinyje néra dviejy
XX ar dviejy XY zuvy, tinkamas zuvis reikéty gauti i§ kity tos bandomosios grupés
kartotiniy bandiniy. Pagrindiné uzduotis yra gauti rekomenduojamg kartotiniy veisliniy
pory skaiéiy (12) kiekvienoje bandomojoje grupéje ir kontrolinése grupése (24). Zuvys,
turin¢ios akivaizdziy anomalijy (plaukimo puslés problemy, stuburo deformacijy,
kraStutiniy dydzZio skirtumy ir kt.), sudarant veislines poras biity atmetamos. F1 kartos
reprodukcijos etape kiekviename kartotinio bandinio inde turéty biiti tik viena veisline
pora.

Nesuaugusiy Zuvy éminiy émimas ir vertinamyjy baigciy vertinimas

Ne veisliniy pory zuvy éminiy émimas
43. Po veisliniy pory sudarymo likusios zuvys, kurios nepasirinktos tolesniam veisimui, yra
humaniskai numarinamos, kad bty galima iSmatuoti nesuaugusiy (F1 kartos) zuvy
vertinamasias baigtis 12 ar 13 bandymo savaite. Nepaprastai svarbu zZuvis tvarkyti taip, kad
vis dar buty galima atsekti konkrecios Zuvies genotiping lytj, nustatyta iSrenkant veislines
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poras. Visi surinkti duomenys analizuojami atsizvelgiant j konkre€ios Zuvies genotiping
lyt;. Kiekviena zuvis naudojama matuojant jvairias vertinamasias baigtis, jskaitant
jaunikliy (nesuaugusiy zuvy) iSgyvenamumo lygio nustatyma (nuo 7 iki 12 ar 13 bandymo
savaités (F1)), augimg | ilgji (galima matuoti standartinj ilgj, jei uodeginis pelekas yra
sutrumpintas imant éminj genetinés lyties analizei; visg ilgj galima matuoti, jei éminiui dél
dmy geno buvo paimta tik dalis uodeginio peleko galo i§ nugaros ar pilvo pusés) ir kiino
mas¢ (t.y. Slapio kiino mase, nusausinus sugeriamuoju popieriumi), kepeny vig mRNR
(arba VTQG) ir analinio peleko gumburélius (zr. 1 ir 2 lenteles). Isidémétina, kad veisliniy
pory zuvy mase¢ ir ilg] taip pat bitina Zinoti apskaifiuojant vidutini Zuvy augimag
tam tikroje bandomojoje grupéje.

Audiniy éminiy émimas ir vitelogenino kiekio matavimas

44. Kepenys iSskrodziamos ir turéty buti laikomos <—70 °C temperatiiroje iki v/g mRNR (arba
VTG) matavimo. Zuvies uodega, jskaitant analinj peleka, uzkonservuojama tinkamo (pvz.,
Davidson’o) fiksatoriaus tirpale arba nufotografuojama, kad véliau biuty galima
suskaiciuoti analinio peleko gumburélius. Tuo pat metu, jei norima, galima paimti ir
uzkonservuoti ir kity audiniy (t. y. lytinés liaukos) éminius. Kepeny VTG koncentracija
turéty biati  kiekybiSkai nustatyta pagal homologinés IFA (ELISA) metoda
(zr. rekomenduojamas medakai tinkamas procediiras Sio priedo C.48 skyriaus 6
priedélyje); arba galima naudoti JAV aplinkos apsaugos agenttiros (EPA) (29) nustatytus
vtg mRNR kiekybinio nustatymo metodus, t.y. vig I geno mRNR gaunant i§ kepeny
éminio ir suskaiciuojant v¢g I geno kopijas (i$ 1 ng visos mRNR) kiekybinés PGR metodu.
Vietoj vtg geno kopijy skai€iaus nustatymo kontrolinése ir bandomosiose grupése galima
rinktis techniskai maZiau sudétingg metoda, kuriam reikia maZziau iStekliy, — nustatyti vig [
ekspresijos santykinj pokytj (kiek karty ji pakito) kontrolinése ir bandomosiose grupése.

Antriniai lytiniai pozymiai

45. Normaliomis salygomis tik lytiSkai subrend¢ medakos patinai turi gumburélius,
1§sivys€iusius ant kai kuriy analinio peleko spinduliy sujungty plokSteliy; tai yra antrinis
lytinis pozymis ir galimas biologinis Zymuo, i§ kurio galima spresti apie endokrining
sistemg ardant] poveikj. Analinio peleko gumburéliy (sujungty ploksteliy su gumburéliais
skaiciaus) skai¢iavimo metodas pateiktas 8 priedélyje. Kiekvieno individo analinio peleko
gumbureliy skaiCius taip pat naudojamas jj klasifikuojant kaip pating arba patele pagal
iSorin] fenotipg, kad biity galima apskaiCiuoti paprastaji lyCiy santykj kiekviename
kartotiniame bandinyje. Medaka, kurios peleko gumbureliy skaicius yra bet koks didesnis
uz 0, laikoma patinu, o medaka, kurios analinio peleko gumburéliy skai¢ius yra 0, laikoma
patele.
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Vislumo ir vaisingumo vertinimas

46.

47.

FO kartos vislumas ir vaisingumas vertinami 1-3 bandymo savaites, o F1 kartos 15-17
bandymo savaites. Kiekvienos veislinés poros ikrai kasdien renkami 21 dieng i$ eilés. Ikrai
atsargiai nuimami nuo tinkleliu pagauty pateliy ir (arba) sifonu nusiurbiami nuo akvariumo
dugno kiekvieng ryta. Kiekvieno kartotinio bandinio veislinés poros vislumo ir vaisingumo
duomenys uzraSomi kiekvieng dieng. Vislumas apibréziamas kaip iSnersty ikry skaicius, o
vaisingumas praktiskai apibréziamas kaip apvaisinty ir gyvybingy ikry skaicius, nustatytas
skai¢iavimo metu. SuskaiCiuoti ikrus reikéty kuo greiciau po jy surinkimo.

Kartotiniy bandiniy Zuvy vislumo duomenys kasdien uzrasomi kaip kiekvienos veislinés
poros ikry skaiCius, kuris analizuojamas pagal rekomenduojamas statistines procediiras,
naudojant kartotiniy bandiniy vidurkius. Vaisingumas kartotiniame bandinyje yra visy i$
veislinés poros gauty apvaisinty ikry bendras skai¢ius, padalytas i$ visy iSnerSty tos poros
ikry bendro skaiCiaus. StatistiSkai vaisingumas analizuojamas kaip santykinis dydis
kiekviename kartotiniame bandinyje. ISsiritimas kartotiniame bandinyje yra iSsiritusiy

......

analizuojamas kaip santykinis dydis kiekviename kartotiniame bandinyje.

Suaugusiy Zuvy éminiy émimas ir vertinamyjy baigciy vertinimas

Veisliniy Zuvy pory éminiy émimas

48.

Po 17 bandymo savaités (t.y. po to, kai sékmingai jveisiama F2 karta), F1 kartos
suaugusios Zuvys humaniskai numarinamos ir jvertinamos jvairios vertinamosios baigtys
(zr. 1 ir 2 lenteles). Padaromas analinio peleko atvaizdas, kad biity galima vertinti analinio
peleko gumburélius (zr. 8 priedélj), ir (arba) uodega nupjaunama iskart po iSeinamosios
angos ir uzfiksuojama, kad bty galima gumburélius suskaiciuoti véliau. Jei norima,
galima tuo pat metu paimti ir iSsaugoti uodeginio peleko dalj, kad biity galima patikrinti
geneting lytj (pagal dmy gena). Jei reikia, galima paimti audinio éminj, kad biity galima
pakartoti dmy analizg ir patikrinti konkrecios zuvies geneting lytj. Atveriama kiino ertme,
kad galéty jsigerti tinkamas (pvz., Davidson’o) fiksatorius, prie§ panardinant visg kiing |
fiksavimo tirpalg. Taciau jei prie§ fiksuojant atliekama tinkama permeabilizacija, kiino
ertmeés atverti nereikia.

Histopatologija

49.

Atliekamas kiekvienos zuvies histologinis vertinimas siekiant nustatyti lytinés liaukos
audinio patologija (30); (29). Kaip nurodyta 33 punkte, sisteminis arba kitoks toksiSkumas
gali turéti jtakos kitoms mechaninio pobiidzio vertinamosioms baigtims, vertinamoms per
§] tyrima (t.y. VTG, antriniams lytiniams pozymiams ir tam tikram histopatologiniam
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poveikiui lytinéms liaukoms). Tod¢l taip pat galima iSsamiau jvertinti kepeny ir inksty
histopatologinius pakitimus, kad biity geriau suprantami bet kokie atsakai, nustatomi tiriant
mechanistines vertinamasias baigtis. Jei neatliekama $iy iSsamiy vertinimy, vis vien reikéty
atkreipti démesj | dideles anomalijas, atsitiktinai pastebétas atliekant histopatologinj
vertinimg, ir apie jas pranesti ataskaitoje. Biity galima pradéti vertinimg ,,i§ virSaus |
apacig® nuo didziausios dozés bandomosios grupés (palyginti su kontroline grupe) iki tos
bandomosios grupés, kuri jokio poveikio nepatyré, taciau rekomenduojama remtis
histopatologinio tyrimo gairémis (29). Paprastai visi éminiai apdorojami / i§skrodZziami, o
tada juos iStiria patologas. Jei tiriama principu ,,i$ virSaus ] apacig®, pazymétina, kad pagal
procediira, kuri vadinama ,,Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices” (RSCABS; tai yra
Rao-Scott’o patikslintas Cochrane-Armitage’o trendo kriterijus pagal ,,pjivius®“ —
angl. slices), remiamasi prielaida, kad didinant dozes did¢ja ir biologinis poveikis
(patologija). Taigi, vertinimo galia sumazg¢ja, jei vertinama tik viena didelé dozé, be jokiy
tarpiniy doziy. Jei nebutina atlikti statistinés analizés siekiant nustatyti, kad didziausia
dozé neturi jokio poveikio, Sis metodas gali buti priimtinas. Lytinés liaukos fenotipas taip
pat nustatomas atliekant §j vertinima.

Kiti stebéjimai

50. Pagal MEOGRT metoda pateikiama duomeny, kurie gali biiti naudojami (pvz., pagal
irodomosios duomeny galios nustatymo metodg) vienu metu vertinant bent dviejy bendry
tipy nepalankios baigties kelius (angl. adverse outcome pathways, AOP), kuriy baigtis —
reprodukcijos funkcijos sutrikimas: a) endokrininio poveikio kelius, kai sutrikdoma
endokrininés sistemos pagumburio, hipofizés ir lytiniy liauky (HPG) aSis, ir b) poveikio
kelius, d¢l kuriy sumazéja iSgyvenamumas, augimas (ilgis ir mase) ir reprodukcija dél
toksiSkumo ne per endokrining sistemg. Vertinamosios baigtys, paprastai matuojamos
atliekant létinio toksiSkumo bandymus, tokius kaip viso gyvenimo ciklo bandymas ir
ankstyvosios gyvenimo stadijos bandymas, taip pat yra jtrauktos j §j bandyma ir gali biti
naudojamos vertinant pavojus, kylanc¢ius ir dél neendokrininiy toksiniy cheminés
medziagos veikimo biidy, ir dél endokrininio toksinio poveikio keliy. Per bandyma reikéty
kasdien stebéti gyviiny elgesj ir uZrasyti pastabas de¢l bet kokio nejprasto elgesio. Be to,
reikéty uzrasyti duomenis apie bet kokj gaiStamuma ir apskaiciuoti i§gyvenamumg iki Zuvy
skai¢iaus sumazinimo (6 ar 7 bandymo savaite), po Sio skaiiaus sumazinimo likusiy zuvy
1ISgyvenamuma iki nesuaugusiy zuvy €miniy émimo (9-10 s. p. a.) ir iSgyvenamumag nuo
suporavimo iki suaugusiy Zuvy éminiy émimo.

1 lentelé. MEOGRT* bandymo vertinamyjy baigciy apzvalga

Gyvenimo Vertinamoji baigtis Karta
stadija
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Embrionai I$siritimas (% ir laikas iki i$siritimo) F1,F2
(2s.p.a.)
Jaunikliai ISgyvenamumas F1
(4s.p.a.)
Nesuaugusios I8§gyvenamumas F1
9 arzlli)vz.sp. a.) . A.ugimas .
(ilgis ir mase)
Vitelogeninas
(mRNR arba baltymas)
Antriniai lytiniai poZymiai
(analinio peleko gumburéliai)
Ly¢iy santykis pagal iSorinius
pozymius
Laikas iki pirmojo nersto
Suaugusios Reprodukcija Fo, F1
Zuvys (vislumas ir vaisingumas)
(12-14s.p. a.)
Suaugusios ISgyvenamumas F1
Zuvys Augimas
(15s.p.a) (ilgis ir masé)
Antriniai lytiniai poZymiai
(analinio peleko gumburéliai)
Histopatologija
(lytiniy liauky, kepeny, inksty)

* Sios vertinamosios baigtys turi biti statistiskai analizuojamos.

D060575/02

TVARKARASTIS

51. MEOGRT bandymo tvarkarastis parodytas 2 lentel¢je. Per MEOGRT bandyma 4 savaites
bandomgja medziaga veikiamos FO kartos suaugusios zuvys ir 15 savai¢iy — F1 kartos
Zuvys, o antrosios kartos (F2) veikimo bandomgja medZiaga laikotarpis trunka iki
i8siritimo (2 s. p. a.). MEOGRT bandymo metu vykdoma veikla apibendrinta 9 priedélyje.
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2 lentelé. MEOGRT bandymas: veikimo bandomaja medziaga ir vertinamyjy baig€iy matavimo

tvarkarastis.
MEOGRT veikimo bandomaja medZiaga ir vertinamuju baig¢iy tvarkarastis
FO 11213]4
F1 11231415 718]19(10]11]12]13]14]15
F2 112
Bandymo 1121314561718 10)11(12]13|14|15|16]17]18(19
Gyvenimo stadija (sutartines| p oL o LGRS Jaunikliai Nesuaugusios Suaugusios
spalvos) Zuvys Zuvys
Vertinamosios baigtys
Vislumas Fo Fi e  Bandymo planas apima 7 kartotiniy
.. bandiniy grupes
Vaisingumas Fo Fi A -
o 5 grupés — chemingés
I$siritimas Fi F» medziagos doziy bandomosios
grupeés
[Sgyvenamumas| Fi Fi Fi o 2 grupés kontroliniams
i bandiniams (4 grupés, jei
Augimas Fo Fi Fi naudojamas tirpiklis)
Vitelogeninas Fi e  Grupés vidaus sandara
Antriné lytis F F o 12 kartotn?_lq_bandlmq .sklvnama
reprodukcijai, suaugusiy zuvy
Histopatologija Fi patologijai ir ALP tirti (10—
18 sav.)
o 6 kartotiniai bandiniai skiriami
i§siritimui, i§gyvenamumui,
Vtg; taip pat nesuaugusiy Zuvy
Bandymo 1|2]3|4|s5]|6]|7|8|9]0]11]|12]13[14[15[16|17]18|19 ALP ir augimui tirti (1-9 sav.)
savaité e
ALP — antriniai lytiniai poZymiai; sav. —
savaites;
VTG — vitelogeninas.

DUOMENU PATEIKIMAS ATASKAITOJE

Statistiné analizé

52.Kadangi nustatoma visy bandymui naudojamy ZzZuvy genotipiné lytis, kiekvienos
genotipinés lyties (t. y. XY patiny ir XX pateliy) duomenys turéty biiti analizuojami
atskirai. Jei to nebus daroma, labai sumazés bet kokios analizés statistiné galia. Statistines
duomeny analizes patartina atlikti pagal procediiras, apraSytas EBPO dokumente dél
ekotoksiSkumo duomeny statistinés analizés dabartiniy metody (taikymo gairése) (32).
10 priedélyje pateikta daugiau rekomendacijy dél statistinés analizés.

53. Bandymo planas ir statistiniy kriterijy pasirinkimas turéty biiti tokie, kad biity galima

pakankamai patikimai nustatyti biologiskai svarbius vertinamyjy baig€iy pokycius, kai

544



D060575/02

ataskaitoje reikia pateikti NOEC (32). Reikiamy poveikio koncentracijos verciy ir
parametry pateikimas ataskaitose gali priklausyti nuo reglamentavimo sistemos. Turéty
buti nustatytas kiekvienos vertinamosios baigties procentinis pokytis, kurj svarbu aptikti
arba apskaiciuoti. Kad tai blity jmanoma, reikéty atitinkamai priderinti bandymo plana.
Neéra tikétina, kad visy vertinamyjy baigciy procentinis pokytis buty toks pats, taip pat néra
tikétina, kad buty praktiSkai jmanoma suplanuoti tokj bandyma, kuris atitikty Siuos
kriterijus dél visy vertinamyjy baigciy, todél svarbu, tinkamai planuojant bandyma, sutelkti
démesj | tas vertinamgsias baigtis, kurios yra svarbios tam bandymui. 10 priedélyje
pateikta statistiné struktiiriné diagrama ir rekomendacijos, kurios turéty padéti apdoroti
duomenis ir pasirinkti tinkamiausig statistinj kriterijy arba modelj. Galima taikyti ir kitus
statistinius metodus, jei jie yra moksliSkai pagristi.

54. Bitina analizuoti variacijas kiekvienoje kartotiniy bandiniy grupéje, atliekant dispersinés
analizés ar faktorinés analizés lentelés procediiras, ir naudoti pakankamai tinkamy
statistinés analizés metody remiantis Sia analize. Kad bty galima keleriopai palyginti
atskiry koncentracijy bandiniy ir kontroliniy bandiniy rezultatus, rekomenduojama atlikti
zingsnio zemyn procediira (pvz., taikant Jonckheere-Terpstra kriterijy) tiriant tolydziuosius
atsakus. Kai duomenys neatitinka monotonisko koncentracijos ir atsako priklausomybés
rysio, turéty buti taikomas Dunnett’o kriterijus arba Dunn’o kriterijus (po tinkamos
duomeny transformacijos, jei ji reikalinga).

55. Vislumo tyrimui ikrai skai¢iuojami kas dieng, taCiau analizuojamas gali biiti bendras ikry
skaiCius arba pakartotiniy skai¢iavimy duomenys. 10 priedélyje iSsamiai parodyta, kaip
analizuojama §i vertinamoji baigtis. Histopatologiniams duomenims, kurie pateikiami kaip
poveikio stiprumo balai, sukurtas naujas statistinis kriterijus, Rao-Scott’o patikslintas
Cochran-Armitage’o trendo kriterijus pagal pjuvius (angl. Rao-Scott Cochran-Armitage by
Slices, RSCABS) (33).

56. Ataskaitoje reikéty pranesti apie bet kokias bandomosios cheminés medziagos paveiktose
bandomosiose grupése nustatytas vertinamagsias baigtis, kurios reikSmingai skiriasi nuo
atitinkamy kontroliniy grupiy.

Aktualiis duomeny analizés aspektai
Reikalavimy neatitinkanciy doziy bandomyjy grupiy naudojimas

57. Nustatant, ar kuriame nors kartotiniame bandinyje arba visoje bandomojoje grup¢je yra
aiSkaus toksiSkumo pozymiy ir jy nereikéty jtraukti j analizg, svarbu atsizvelgti | kelis
veiksnius. AiSkus toksiSkumas apibréZziamas kaip >4 gyviiny Zitys bet kuriame
kartotiniame bandinyje nuo 3 s.p.a. iki 9s.p.a., kuriy negalima paaiSkinti technine
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klaida. Kiti aiskaus toksiSkumo poZymiai yra kraujavimas, nejprastas elgesys, nenormaliis
nemirtiny toksiSkumo pozymiy gali reikéti atlikti kokybinius vertinimus ir jie visada turéty
biti atliekami lyginant su skiedimo vandens kontroline grupe (kuriai naudotas tik Svarus
vanduo). Jei nustatomas aiSkus toksiSkumas didziausios dozés bandomojoje grupéje arba
grupése, rekomenduojama ty bandomyjy grupiy nejtraukti j analize.

Tirpiklio kontroliniai bandiniai

58.

Tirpiklio naudojimas turéty buti laikomas tik krasStutine priemone, kai jau apsvarstyti visi
kiti galimi cheminés medziagos tiekimo budai. Jei naudojamas tirpiklis, kartu turéty buti
naudojamas skiedimo vandens kontrolinis bandinys. Baigus bandyma turéty biti jvertintas
galimas tirpiklio poveikis. Tai daroma atliekant tirpiklio kontrolinés grupés ir skiedimo
vandens kontrolinés grupés statistinj palyginimg. Svarbiausios vertinamosios baigtys, i
kurias reikia atsizvelgti atliekant §ig analize, yra augimo parametrai (masé), nes jie gali
biti paveikti bendrojo toksiSkumo. Jei nustatoma statistiSkai reikSmingy $iy vertinamyjy
baigciy skirtumy tarp skiedimo vandens ir tirpiklio kontroliniy grupiy, reikéty,
vadovaujantis profesine nuovoka, nuspresti, ar tai kenkia bandymo tinkamumui. Jei abi
kontrolinés grupés skiriasi, cheminés medziagos paveiktas bandomasias grupes reikéty
palyginti su tirpiklio kontroline grupe, nebent biity Zinoma, kad geriau atlikti palyginima
su skiedimo vandens kontroline grupe. Jei néra statistiSkai reikSmingo skirtumo tarp abiejy
kontroliniy grupiy, rekomenduojama bandomosios cheminés medziagos paveiktas
bandomasias grupes palyginti su jungtinémis (tirpiklio ir skiedimo vandens) kontrolinémis
grupémis, nebent biity Zinoma, kad geriau bty lyginti tik su skiedimo vandens ar tik su
tirpiklio kontroline grupe.

Bandymo ataskaita

59.

Bandymo ataskaitoje turéty biiti pateikta §i informacija:

Bandomoji cheminé medZiaga: fiziné biisena ir, jei tinka, fizikinés ir cheminés savybeés,

cheminio identifikavimo duomenys.

Vienkomponenté medZiaga:

fiziné 1Svaizda, tirpumas vandenyje ir papildomos svarbios fizikinés ir cheminés savybes;

cheminis identifikavimas, toks kaip [UPAC ar CAS pavadinimas, CAS numeris, SMILES
zyméjimas ar InChl kodas, struktiiriné formulé, grynumas, priemaiSy cheminé tapatybé
(kai tinka ir jei praktiSkai jmanoma) ir kt. (jskaitant bendrosios organinés anglies kiekj, jei
tinka).
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Daugiakomponenté medziaga, UVCB ir miSiniai:

kuo i§samesnis apibiidinimas: cheminé tapatybé (zr. pirmiau), kiekybiné sudétis ir svarbios
sudedamyjy daliy fizikinés ir cheminés savybeés.

Bandomyjy gyviny risis:

mokslinis pavadinimas, padermé (jei zinoma), gavimo Saltinis ir apvaisinty ikry surinkimo
metodas bei vélesnis apdorojimas.

Bandymo sqlygos:

apSvietimo laikotarpis (-iai);

bandymo planas (pvz., kamery dydis, medziaga ir vandens tiiris, bandymo kamery ir
kartotiniy bandiniy skaicius, iSsiritusiy lervy skaicius kiekviename kartotiniame
bandinyje);

pradiniy tirpaly paruo$imo metodas ir atnaujinimo daznumas (reikéty nurodyti tirpikl; ir jo
koncentracija, kai jis naudojamas);

bandomosios cheminés medziagos dozavimo metodas (pvz., siurbliai, skiedimo sistemos);

regeneravimo nasumas pagal §] metoda ir ir nominaliosios bandymui naudojamos
koncentracijos vertés, kiekybinio nustatymo riba, iSmatuoty verciy vidurkiai ir jy
standartiniai nuokrypiai bandymo induose bei metodas, pagal kurj jie nustatyti, taip pat
jrodymas, kad tie matavimai parodo bandomosios cheminés medziagos koncentracijas
realiame tirpale;

skiedimo vandens savybés: pH, kietumas, temperatiira, iStirpusio deguonies koncentracija,
bendras chloro kiekis (jei matuojamas), bendroji organiné anglis (jei matuojama),
suspenduotos kietosios dalelés (jei matuojamos), bandymo terpés druskingumas (jei
matuojamas) ir bet kokie kiti atlikti matavimai;

nominaliosios bandomosios medZiagos koncentracijos verteés, iSmatuoty verciy vidurkiai ir
Ju standartiniai nuokrypiai;

bandymy induose esancio vandens kokybe, pH, kietumas, temperatiira (matuojama
kasdien) ir iStirpusio deguonies koncentracija;

i$sami informacija apie $érima (pvz., paSary riisis, Saltinis, duodamas kiekis ir daznis).

Rezultatai:

jrodymai, kad kontroliniai bandiniai atitinka bendruosius tinkamumo patvirtinimo
kriterijus;
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- Sie kontrolinés grupés (ir tirpiklio kontrolinés grupés, kai ji naudojama) duomenys: F1 ir
F2 karty gyviiny iSsiritimas ir laikas iki iSsiritimo, F1 iSgyvenamumas po iSsiritimo, F1
augimas (kiino ilgis ir mas¢), F1 genotipiné lytis ir lytiné diferenciacija (pvz., antriniai
lytiniai pozymiai, remiantis analinio peleko gumburéliais ir lytiniy liauky histologija), F1
fenotiping lytis, F1 antriniai lytiniai poZymiai (analinio peleko gumburéliai), F1 veg
mRNR (ar VTG baltymas), F1 histopatologinis (lytiniy liauky, kepeny ir inksty)
vertinimas, FO ir F1 reprodukcija (vislumas ir vaisingumas) (zr. 1 ir 2 lenteles);

- statistinés analizés metodas (regresin¢ analize ar dispersin¢ analiz¢é) ir duomeny
apdorojimas (taikyti statistiniai kriterijai ir modeliai);

- nepastebeto poveikio koncentracija (NOEC) vertinant kiekvieng atsaka;

- maziausia pastebéto poveikio koncentracija (LOEC) vertinant kiekvieng atsaka (kai
p = 0,05); kiekvieno vertinto atsako ECx verté, jei taikoma, ir pasikliautinieji intervalai
(pvz., 90 % ar 95 %), taip pat jos apskai¢iavimui naudoto priderinto modelio grafikas,
koncentracijos ir atsako priklausomybés kreivés krypties koeficientas, regresijos modelio
formulé, jvertinti modelio parametrai ir jy standartinés paklaidos;

- bet koks nukrypimas nuo $io bandymo metodo ir nukrypimai nuo priimtinumo kriterijy ir
apsvarstytas galimas to poveikis bandymo rezultatui.

60. Teikiant vertinamyjy baig€iy matavimy rezultatus turéty buti pateiktos vidutinés vertés ir
ju standartiniai nuokrypiai (jei jmanoma, tiek kartotinio bandinio, tiek koncentracijos
vertés pagrindu).
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1 PRIEDELIS

TERMINU APIBREZTYS
Cheminé medziaga — medziaga arba miSinys.
IFA (angl. ELISA) — imunofermentiné analizé.
Vislumas — ikry skai¢ius.
Vaisingumas — gyvybingy ikry skaicius, padalytas i§ vislumo vertés.
Ilgis iki Sakutés (angl. fork length, FL) — ilgis nuo snukio galo iki uodeginio peleko
viduriniy spinduliy galo, naudojamas matuojant Zuvis, kuriy stuburo pabaigg sunku nustatyti
(www.fishbase.org).
ISsiritimas — iSsiritusiy lervy skaiCius, padalytas i§ embriony, jdéty i inkubatoriy, skaiciaus.
TACUC - Institucinis gyviiny priezitiros ir naudojimo komitetas.

Standartinis ilgis (angl. standard length, SL) — Zuvies ilgis, iSmatuotas nuo snukio galo iki
paskutiniojo slankstelio uzpakalinio galo arba iki stuburo plokstés mediolateralinés dalies
uzpakalinio galo. Kitaip tariant, | §j matmenj nejtrauktas uodeginio peleko ilgis
(www.fishbase.org).

Visas ilgis (angl. fotal length, TL) — ilgis nuo snukio galo iki uodeginio peleko ilgesnés

mentés galo, paprastai matuojamas mentes prispaudus iSilgai vidurio linijos. Tai yra tiesinis
matmuo, matuojamas ne per kiino islinkj (www.fishbase.org).
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P T M e s o S gl DL Standartinis ilgis @ _____________

_______________________ Tlgis iki Sakuteés e R B

ViEas gl . ccmememe s i m———

T —————

1 diagrama. [vairiy naudojamy ilgio maty apibtidinimas.

ECx (x % poveikio sukelianti koncentracija) — koncentracija, kuriai esant bandomieji
organizmai patiria x % poveikj per tam tikrg veikimo bandomaja medziaga laikotarpj,
palyginti su kontroliniu bandiniu. PavyzdZziui, EC50 yra koncentracija, kuri, kaip jvertinta,
per tam tikrg nustatyta jos ekspozicijos laikotarp; padaro poveiki bandymo vertinamajai
baigciai puséje (50 %) paveiktos populiacijos.

Pratekamosios srovés bandymas — toks bandymas, kai per bandymo sistemg visu
bandomosios medZiagos poveikio laikotarpiu teka nuolatinis bandymo tirpaly srautas.

HPG asis — pagumburio, hipofizés ir lytiniy liauky asis.
IUPAC — Tarptautiné teorinés ir taikomosios chemijos sgjunga.
Ikrova — drégna zuvy masé vandens tiirio vienete.

Maziausia pastebéto poveikio koncentracija (LOEC) — maziausia bandomoji cheminés
medziagos koncentracija, kuriai esant pastebétas statistiSkai reikSmingas jos poveikis (esant
p <0,05), palyginti su kontroline grupe. Taciau visy LOEC virSijanciy bandomosios
medziagos koncentracijy kenksmingas poveikis turéty biiti lygus LOEC poveikiui arba uz jj
didesnis. Kai Sios dvi salygos netenkinamos, reikéty iSsamiai paaiskinti, kaip pasirinkta
LOEC (taigi ir NOEC) verté. Rekomendacijy d¢l to pateikta 5 ir 6 priedéliuose.

Vidutiné mirtina koncentracija (LC50) - bandomosios cheminés medZiagos

koncentracija, kuriai esant, kaip jvertinta, per visg bandyma Zziista 50 % bandomyjy
organizmy.
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Nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) — bandomosios medziagos koncentracija,
kiek mazesné uz LOEC, kuri, palyginti su kontroline grupe, per nustatytg veikimo laikotarpj
nepadaro statistiSkai reikSmingo poveikio (p < 0,05).

SMILES - supaprastinto molekuliy pateikimo linijine forma specifikacija (angl. Simplified
Molecular Input Line Entry Specification).

Zuvy laikymo tankis — zuvy skaicius vandens tiirio vienete.

Bandomoji cheminé medZziaga — naudojant §] bandymo metoda tiriama cheminé medziaga
arba misinys.

UVCB - nezinomos ar kintamos sudéties medziagos, sudedamieji reakcijy produktai ar
biologinés medziagos.

VTG - vitelogeninas, fosfolipoglikoproteininis kiauSinio trynio baltymy pirmtakas, kuris
paprastai gaminamas visy kiauSinius dedan¢iy gyviny rasiy lytiSkai aktyviy pateliy

organizme.

S. p. a. — savaités po apvaisinimo.
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KAI KURIOS SKIEDIMUI TINKAMO VANDENS CHEMINES SAVYBES
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" Ribiné
MedZziaga koncentracija
Kietosios dalelés 5 mg/l
Bendroji organiné anglis 2 mg/l
Nejonizuotas amoniakas 1 pg/l
Bendras chloro kiekis 10 pg/l
Bendras fosforo organiniy pesticidy kiekis 50 ng/l
Bendras chloro organiniy pesticidy ir polichlorintyjy
bifenily kickis S0ng/l
Bendras organinio chloro kiekis 25 ng/l
Aliuminis 1 pg/l
Arsenas 1 pg/l
Chromas 1 pg/l
Kobaltas 1 pg/l
Varis 1 pg/l
Gelezis 1 pg/l
Svinas 1 pg/l
Nikelis 1 pg/l
Cinkas 1 pg/l
Kadmis 100 ng/l
Gyvsidabris 100 ng/l
Sidabras 100 ng/1
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3 PRIEDELIS

MEOGRT BANDYMO SALYGOS

1. Rekomenduojama riiis
2. Bandymo tipas

3. Vandens temperatiira

4. Apsvietimo kokybé

6. Jkrova

7. Maziausias bandymo kameros
naudojamasis tiris

8. Bandymo tirpaly tiirio
keitimas

9. Bandomyjy organizmy amzius
bandymo pradzioje

10. Organizmy skaicius
kiekviename kartotiniame
bandinyje

11. Bandomyjy grupiy skai¢ius
12.Kartotiniy bandiniy skaicius

kiekvienoje bandomojoje
grupéje

13.Bandymui naudojamy
organizmy skaicius

Japoniné medaka (Oryzias latipes)
Pratekamosios srovés

Nominalioji bandymo temperatiira yra 25 °C. Vidutiné temperatiira per
visg bandyma kiekviename inde yra 24-26 °C.

Liuminescencinés lempos (plataus spektro ir ~150 liumeny/m?)
(~150 Iux)

16 val. Sviesos, 8 val. tamsos laikotarpis

FO — po 2 suaugusias zuvis kartotiniame bandinyje; F1 — i§ pradziy ne
daugiau kaip po 20 ikry (embriony) kartotiniame bandinyje, i$siritus
sumazinama iki 12 embriony kartotiniame bandinyje, o véliau po 2
suaugusias zuvis (XX-XY veisliné pora), 9-10 s. p. a., laikoma kartu
reprodukcijos etapui

1,8 1 (pvz., bandymo kameros dydis 18x9x15 cm)

Visas tiiris pakei¢iamas ne maziau kaip 5 kartus per para, daugiausia iki
16 karty per para (arba palaikomas 20 ml/min. srautas)

FO: >12 s. p. a., bet rekomenduojama ne daugiau kaip 16 s. p. a.

FO: 2 zuvys (patino ir patelés pora); F1: ne daugiau kaip 20 zuvy (ikry)
kiekviename kartotiniame bandinyje (gauty i§ FO ir F1 veisliniy pory)

5 bandomosios cheminés medziagos doziy bandomosios grupés ir
tinkama kontroliné grupé arba grupés

Ne maziau kaip 6 kartotiniai bandiniai kiekvienos bandomosios
cheminés medziagos dozés bandomojoje grupéje ir ne maziau kaip 12
kartotiniy bandiniy kontrolingje grupéje ir tirpiklio kontrolinéje grupéje,
jei ji naudojama (kartotiniy bandiniy skaicius padvigubinamas F1
reprodukcijos etape)

Maziausiai 84 FO kartos zuvys ir 504 F1 kartos zuvys (jei naudojama

tirpiklio kontroliné grupé, bandymui naudojamos 108 FO kartos Zuvys ir
648 F1 kartos zuvys). Skai¢iuojamas vienetas yra individas po
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14. Sérimo rezimas

15. Aeravimas

16. Skiedimo vanduo
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eleuteroembriono stadijos.

Zuvys $eriamos siiriavandenémis krevetémis Artemia spp. (24 valandy
amziaus nauplijais) iki soties ir, jei reikia, papildomai pirktiniais Zuvy
pasaro dribsniais (tinkamo $érimo rezimo, kad buity uztikrintas
pakankamas augimas ir vystymasis, taigi sékminga reprodukcija,
pavyzdys pateiktas 6 priedélyje).

Neaeruojama, nebent iStirpusio deguonies kiekis sumazéty iki <60 %
oro soties vertes.

Svarus pavirsiniy telkiniy, grezinio ar regeneruotas vanduo arba
vandentiekio vanduo, i§ kurio pasalintas chloras.

17. Veikimo bandomaja medziaga Preliminariai 19 savai¢iy (nuo FO iki F2 iSsiritimo)

laikotarpis

18.Biologinés vertinamosios
baigtys

(pirminés)

19. Bandymo tinkamumo
kriterijai

iSsiritimas (F1 ir F2); i§gyvenamumas (F1, nuo iSsiritimo iki 4 s. p. a.
(lervos stadijos pabaigos, jauniklio stadijos pradzios), nuo 4 iki 9 (ar
10) s. p. a. (nuo jauniklio stadijos pradzios iki nesuaugusios zuvies) ir
nuo 9 iki 15 s. p. a. (nuo nesuaugusios iki suaugusios zuvies, iki
likvidavimo)); augimas (F1, ilgis ir masé 9 ir 15 s. p. a.); antriniai
lytiniai pozymiai (F1, analinio peleko gumburéliai 9 ir 15 s. p. a.);
vitelogeninas (F1, v¢g mRNR ar VTG baltymas 15 s. p. a.); fenotipiné
Iytis (F1, nustatyta per lytiniy liauky histologinj tyrimag 15 s. p. a.);
reprodukcija (FO ir F1, vislumas ir vaisingumas 21 dieng); laikas iki
nersto (F1); ir histopatologija (F1, lytiniy liauky, kepeny ir inksty
15s.p.a.)

Vandenyje iStirpgs deguonis sudaro >60 % oro soties vertés; vidutine
vandens temperattira 2426 °C per visg bandyma; sekminga >65 %
pateliy reprodukcija kontrolinéje (-ése) grupéje (-ése); vidutinis
vislumas >20 ikry per diena kontrolingje (-€se) grupéje (-ése);
iSsiritimas >80 % (vidutinis) kontrolinése grupése (ir F1, ir F2 kartos);
iSgyvenamumas po issiritimo iki 3 s. p. a. >80 % (vidutinis) ir nuo

3 s. p. a. iki tos kartos likvidavimo >90 % (vidutinis) kontrolinése
grupése (F1); bandomosios cheminés medziagos koncentracijos tirpale
turéty buti tinkamai palaikomos 20 % vidutiniy iSmatuoty verciy
tikslumu.
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4 priedélis
REKOMENDACIJOS DEL JPRASTU KONTROLINIU VERCIU

Reikéty pazymeti, kad Sios kontrolinés vertés nustatytos remiantis tik keliais tinkamumo
patvirtinimo tyrimais ir gali biiti kei¢iamos, atsizvelgiant j tolesne patirtj.

Augimas

[Smatuojami visy zuvy, paimty éminiams 9 (ar 10) ir 15 savaite po apvaisinimo (s. p. a.),
ilgis ir masé. Pagal §j protokolg turéty buti gauta tokia Slapio kiino masé: 9 s. p. a. patiny
85-145 mg, pateliy 95-150 mg. 15 s. p. a. patiny mase turéty biiti 250-330 mg, pateliy 280—
350 mg. Nors pavienés zuvys gali nemazai nukrypti nuo S§iy intervaly, jei vidutiné
kontroliniy Zuvy masé labai nuo jy nutolty, ypac jei ji biity mazesné, tai reikSty, kad yra
problemuy, susijusiy su $érimu, temperatiiros kontrole, vandens kokybe, ligomis arba keliais
i$ iy veiksniy.
ISsiritimas

ISsiritimo sékme kontrolinése grupése paprastai yra apie 90 %, taCiau neretai Sios vertés yra
mazesnés, net apie 80 %. Jei iSsiritimo sékmé mazesné nei 75 %, tai gali reiksti, kad
besivystantys ikrai nepakankamai judinami ar nepakankamai atsargiai tvarkomi, pavyzdZiui,

laiku nepaSalinus negyvy ikry gali jsiveisti grybeliné infekcija.

ISgvvenamumas

ISgyvenamumo lygis nuo iSsiritimo iki 3 s.p.a. ir po 3 s.p.a. kontrolinése grupése
paprastai yra 90 % arba didesnis, taciau net kai iSgyvenamumas ankstyvose gyvenimo
stadijose yra mazesnis ir siekia 80 %, tai dar néra prieZastis nerimauti. Jei iSgyvenimo lygis
kontrolinése grupése yra mazesnis nei 80 %, vertéty dél to susiripinti — tai gali reiksti, kad
akvariumai nepakankamai valomi, todél zuvy lervos zusta dél ligy ar uzdista dél per mazo
vandenyje iStirpusio deguonies kiekio. GaiStamumas gali padidéti ir dél suzalojimy,
patiriamy, kai valomi indai, ir d¢l Zuvy lervy jtraukimo j indo vandens nuleidimo sistema.

Vitelogenino genas

Nors absoliutieji vitelogenino (vtg) geno kiekiai, iSreiSkiami kaip jo kopijos/ng i§ visos
mRNR, gali biiti jvairiose laboratorijose nustatomi labai skirtingi dél jose naudojamy
procediiry arba instrumenty, santykinis vfg kiekis kontroliniy pateliy organizme turéty biiti
apie 200 karty didesnis nei kontroliniy patiny. Neretai Sis santykis yra net 1 000-2 000,
taciau mazesnis nei 200 santykis yra abejotinas ir gali reiksti, kad yra problemy dél éminiy
uzterS§imo ar dél atliekamos procediiros ir (arba) naudojamy reagenty.

Antriniai Iytiniai poZymiai
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Patiny antriniy lytiniy pozymiy, apibréziamy kaip bendras analinio peleko gumburéliy
segmenty peleko spinduliuose skaiCius, normalus intervalas yra 40-80 segmenty 9—
10s. p.a. Iki 15s. p. a. $is intervalas (kontroliniy patiny) turéty pasiekti apie 80-120, o
kontroliniy pateliy — 0. D¢l neaiskiy priezasCiy retais atvejais kai kurie patinai dar neturi
gumburéliy iki 9 s. p. a., bet kadangi visy kontroliniy patiny peleko gumburéliai iSauga iki
15s.p.a., taip tikriausiai yra dél paveéluoto vystymosi. Kai peleko gumburéliy turi
kontrolinés patelés, tai reiskia, kad toje populiacijoje yra XX patiny.

XX patinai

Normalus bendras XX patiny buvimo daznis auginamy zuvy kultiiroje, atrodo, yra apie 4 %
arba mazesnis esant 25 °C temperatiirai; temperatiirai did¢jant tokiy atvejy daznéja. Reikety
imtis priemoniy, kad XX patiny dalis populiacijoje biity minimali. Kadangi atrodo, jog XX
patiny buvimas turi genetinj komponenta, taigi yra paveldimas, jy daZznj populiacijoje
galima veiksmingai sumazinti stebint prading zuvy kultiirg ir uztikrinant, kad jos dauginimui
nebity naudojami XX patinai.

Nersto eiga

Pries atliekant vislumo vertinimg turéty biti kiekvieng dieng stebima nerSto eiga
kontroliniuose kartotiniuose bandiniuose. Kontrolines poras galima kokybiskai jvertinti
apziiirint, ar néra pozymiy, kad vyksta nerStas. Iki 12—-14s. p.a. turéty pradéti nerSti
dauguma kontroliniy pory. Jei iki Sio laiko prad€jusiy nersti pory yra nedaug, tai reiskia, kad
gali biiti problemy, susijusiy su Zuvy sveikata, branda ar gerove.

Vislumas

Sveikos, gerai Seriamos 12—14 s. p. a. medakos paprastai nerSia kasdien, apie 15-50 ikry per
dieng. 16 i§ rekomenduojamy 24 kontroliniy veisliniy pory (>65 %) ikry déjimas turéty buti
daugiau kaip 20 ikry vienai porai per dieng ir gali siekti net apie 40 ikry per dieng. MaZesnis
skaicius gali reiksti, kad veislinés poros yra nesubrendusios, nepakankamai gerai Seriamos
ar ligotos.

Vaisingumas

Kontroliniy nersian¢iy pory apvaisinty ikry procentiné dalis paprastai yra apie 90 %, o
neretai net iki 95 % ar didesné. Kai kontroliniy pory ikry apvaisinimas yra mazesnis nei
80 %, tai yra jtartina ir gali reiksti, kad tie individai yra nesveiki arba jy auginimo salygos
néra idealios.
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5 priedélis
SERIMO REZIMO PAVYZDYS

Tinkamo §$érimo rezimo, kad biity uztikrintas pakankamas augimas ir vystymasis, taigi
s¢kminga reprodukcija, pavyzdys pateiktas 1 lenteléje. Nukrypimai nuo $io $§érimo rezimo
gali buti priimtini, taCiau patartina tuos pakeitimus iSbandyti ir jsitikinti, kad palaikomas
tinkamas augimas ir dauginimasis. Siekiant laikytis sitilomo $§érimo rezimo reikia pries
pradedant bandyma nustatyti sausg siiriavandeniy krevediy mas¢ viename siiriavandeniy
kreveciy suspensijos tiirio vienete. Tai galima nustatyti pasveriant i§ tam tikro stiriavandeniy
kreveCiy suspensijos tiirio vieneto gauta sausg mas¢, 24 valandas dziovinta 60 °C
temperatiiroje, i§ anksto pasvertose lekStelése. Siekiant atsizvelgti | suspensijoje esanciy
drusky masg, tokj patj to paties druskos tirpalo, kuris naudojamas kreveciy suspensijai, tiirio
vieneta taip pat reikéty iSdZiovinti, pasverti ir jo mase atimti 1§ i§dziovintos striavandeniy
kreveCiy suspensijos masés, arba siiriavandenes krevetes galima nuko$ti ir nuplauti
distiliuotu vandeniu pries iSdziovinant, kad nereikéty papildomai sverti vien druskos éminio.
Si informacija naudojama perskai¢iuojant lenteléje pateikta informacija i§ sausos
striavandeniy kreveciy maseés | stiriavandeniy kreveciy suspensijos, kuri bus naudojama
kiekvienai zuviai Serti, tiirj. Be to, rekomenduojama kartg per savaite pasverti stiriavandeniy
krevecCiy suspensijos alikvotines dalis ir jsitikinti, kad Zuvims Serti naudojamas reikiamas
striavandeniy krevec¢iy sausos masés kiekis.
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1 lentelé. Sérimo rezimo pavyzdys

Laikas (po iSsiritimo) Siiriavandenés krevetés
(sausos masés mg 1 Zuviai per
diena)
1 diena 0,5
2 diena 0,5
3 diena 0,6
4 diena 0,7
5 diena 0,8
6 diena 1,0
7 diena 1,3
8 diena 1,7
9 diena 2,2
10 diena 2.8
11 diena 3,5
12 diena 4.2
13 diena 4,5
14 diena 4.8
15 diena 5,2
16-21 dienos 5,6
4 savaité 7,7
5 savaité 9,0
6 savaité 11,0
7 savaité 13,5
8 savaité — iki numarinimo 22.5
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6 priedélis
IKRU INKUBAVIMO KAMEROS PAVYZDZIAI

A pavyzdys

.4

Sis inkubatorius sudarytas i§ nupjauto stiklinio centrifugavimo mégintuvélio, prijungto
neriidijancio plieno mova ir pritvirtinto uzZsukamuoju centrifugos kamsteliu. Per §j kamstel;j |
vidy jkiStas mazas stiklinis arba nerudijancio plieno vamzdelis, siekiantis arti iSgaubto
dugno; per ji nesmarkiai puciami oro burbulai, taip suspenduojant ikrus ir sumaZinant
saprofitiniy grybiniy infekcijy perdavima tarp ikry, o kartu palengvinant cheminiy medziagy
apykaitg tarp inkubatoriaus ir indo, kuriame jis laikomas.

B pavyzdys

563



D060575/02

Sis inkubatorius sudarytas i3 stiklinio cilindro (5 cm skersmens ir 10 cm auksGio) ir
nertidijancio plieno tinklelio (0,25 ¢ ir 32 dydZio tinklelis), kuris pritvirtinamas prie cilindro
dugno PTFE ziedu. Inkubatoriai su medaky ikrais pakabinami ant laikanciosios sijos,
ileidziami | indus ir vertikaliai purtomi (apie 5 cm amplitude) tinkamu ciklu (mazdaug kas 4
sekundes).
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KARTOTINIU BANDINIU SUJUNGIMO IR SUDARYMO SCHEMA PAGAL MEOGRT

BANDYMO METODA

1 diagrama. Kartotiniy bandiniy sujungimas ir pakartotinis sudarymas atlickant MEOGRT bandyma.
Sioje diagramoje parodyta viena bandomoji grupé arba % kontrolinés grupés. Kadangi kartotiniai
bandiniai sujungiami, juose esantys gyvinai néra nuolat identifikuojami per visg bandyma. Atminkite,

kad ,,ikrais“ vadinami gyvybingi, apvaisinti ikrai (lygiaver¢iai embrionams).

Vertinamosios baigtys

iSsiritimas
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Bandomujy grupiy ir kartotiniy bandiniy paruoSimas

Pagal §j bandymo metoda rekomenduojama sudaryti penkiy bandomosios cheminés
medziagos doziy bandomasias grupes naudojant techniSkai gryna medZiaga ir neigiamg
kontrolin] bandinj. Kartotiniy bandiniy skaicius kiekvienoje bandomojoje grupéje per visa
MEOGRT bandyma néra pastovus, o kartotiniy bandiniy skaicius kontrolinéje grup¢je yra
dukart didesnis nei bet kurioje atskiroje bandomosios cheminés medziagos bandomojoje
grup¢je. FO kartos Zuvy kiekvienos bandomosios cheminés medziagos dozés bandomojoje
grupéje yra SeSi kartotiniai bandiniai, o neigiamoje kontrolinéje grupéje yra 12 kartotiniy
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bandiniy. Naudoti tirpikliy labai nerekomenduojama, o jeigu jie vis délto naudojami, ir
tirpiklio naudojima, ir jo pasirinkimg reikéty pagristt MEOGRT ataskaitoje. Be to, jei
naudojamas tirpiklis, reikalingi dviejy tipy kontroliniai bandiniai: a) tirpiklio kontrolinis
bandinys ir b) neigiamas kontrolinis bandinys. Kiekvienoje i$ Siy dviejy kontroliniy grupiy
turéty biti visas kartotiniy bandiniy komplektas visuose etapuose pagal MEOGRT bandymo
tvarkarast]. Per visg F1 kartos bandomyjy organizmy vystymosi procesa (ir F2 kartos, iki
i$siritimo) §i kartotiniy bandiniy struktiira tebéra tokia pati. Taciau suaugusiy gyviiny etape,
kai sudaromos F1 wveislinés poros, reprodukciniy pory kartotiniy bandiniy skaiciy
kiekvienoje bandomojoje grupéje geriausia padvigubinti; taigi yra iki 12 kartotiniy pory
kiekvienoje bandomosios cheminés medziagos bandomojoje grup¢je ir 24 kartotinés poros
kontrolin¢je grupéje (ir dar 24 kartotinés poros tirpiklio kontrolingje grupéje, jei reikia).
ISsiritimas 1§ F1 pory iSnerSty embriony nustatomas esant tai paciai kartotiniy bandiniy
struktiirai kaip ir dél FO pory iSnerSty embriony — tai reiskia, kad i§ pradziy yra Sesi
kartotiniai bandiniai kiekvienoje bandomosios cheminés medziagos bandomojoje grupéje ir
12 kartotiniy bandiniy kontrolingje grup¢je arba grupése.
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8 priedélis

ANALINIO PELEKO GUMBURELIU SKAICIAVIMAS

Svarbiausios medZiagos ir reagentai

Stereomikroskopas (gali biiti su prijungtu fotoaparatu);

fiksatorius, pvz., Davidson’o (Bouin’o fiksatoriaus naudoti nerekomenduojama), jei
gumburéliai skai¢iuojami ne i§ nuotraukos.

Procediiros

Po skrodimo reikéty padaryti analinio peleko atvaizda, kad biity galima patogiai suskaiciuoti
analinio peleko gumburélius. Nors rekomenduojamas metodas yra fotografavimas, analinj
peleka galima uzfiksuoti mazdaug 1 minute palaikant Davidson’o fiksatoriuje ar kitame
tinkamame fiksavimo tirpale. Svarbu fiksuojama analinj peleka laikyti paplokscia, kad biity
lengviau suskaigiuoti gumburélius. Zuvies skerdeng su analiniu peleku galima laikyti
Davidson’o fiksatoriuje ar kitame tinkamame fiksavimo tirpale iki analizés.
SuskaiCiuojamas sujungty ploksteliy (Zr. 1 diagrama) su gumburéliais, kySanciais 18
sujungtos plokstelés uzpakalinés briaunos, skaicius.

1 diagrama. Analinio peleko gumburéliai

il W
<4 Sujungtos L -
t by ] vg ' . ™
_— plokstelés

- ——— g -
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9 priedélis
ISSAMUS MEOGRT BANDYMO TVARKARASTIS

1-3 bandymo savaités (F0)

FO kartos nerSiancios zuvys, atitinkancios atrankos kriterijus (zZr. 16-20 punktus), tris
savaites veikiamos bandomaja chemine medziaga, kad per tg laikg ji paveikty besivystancias
gametas ir lytiniy liauky audinius. Kiekviename kartotinio bandinio inde laikoma viena
veisliniy zuvy pora (veisling porg sudaro XX patel¢ ir XY patinas). ISnersti ikrai renkami,
skai¢iuojami ir vaisingumas vertinamas 21 dieng iS eilés, pradedant nuo 1 bandymo dienos.

4 bandymo savaité (F0 ir F1)

Patartina apvaisintus ir gyvybingus ikrus (embrionus) surinkti per vieng dieng, taCiau jei
embriony nepakanka, galima embrionus surinkti per dvi dienas. Jei embrionai surenkami per
dvi dienas, visi per pirmgja dieng surinkti embrionai atitinkamose bandomosiose grupése
sudedami kartu su tais, kurie surinkti antrgja dieng. Tada visi kartu sudéti embrionai
kiekvienoje bandomojoje grupéje atsitiktine tvarka paskirstomi i kiekvieng i§ kartotiniy
bandiniy inkubatoriy, po 20 embriony j kiekvieng inkubatoriy. Apvaisinty ikry (embriony)
zustamumas tikrinamas ir uzraSomas kiekvieng dieng. Negyvi ikrai Salinami i§ inkubatoriy
(apvaisinty ikry ziit], ypacC ankstyvose vystymosi stadijose, galima nustatyti i§ pastebimai
sumazgjusio skaidrumo ir pakitusios spalvos dél baltymy koaguliacijos ir (arba) nusédimo,
kai atsiranda baltas matinis atspalvis; OECD (210)).

Pastaba. Jei vienos bandomosios grupés ikrus reikia rinkti ir antrg dieng, tuomet visy
bandomyjy grupiy (jskaitant kontrolines grupes) ikrai turi buti renkami pagal §ig procedira.
Jei po antrosios rinkimo dienos kurioje nors bandomojoje grupéje yra surinkta
nepakankamai embriony, kad biity galima jdéti po 20 embriony j kiekvieng inkubatoriy, toje
konkrecioje bandomojoje grupéje embriony skai¢ius sumazinamas iki 15 embriony, dedamy
1 kiekvieng inkubatoriy. Jei nepakanka embriony, kad biity galima jdéti po 15 embriony |
kiekvieng inkubatoriy, kartotiniy inkubatoriy skai¢iy reikia sumazinti tiek, kad embriony
buty pakankamai ir biity galima déti po 15 1§ jy 1 kiekvieng inkubatoriy. Papildomai galima
itraukti ir daugiau FO kartos veisliniy pory i kiekvieng bandomaja grupe ir kontrolines
grupes, kad biity gauta daugiau ikry, siekiant surinkti rekomenduojamg skaiciy — po 20 ikry
kiekviename kartotiniame bandinyje.

24 bandymo dieng F0 veisliniy pory zuvys humani$kai numarinamos ir uZraSomi jy mases ir
ilgio duomenys. Jei reikia, FO veislines poras galima laikyti papildomas 1-2 dienas, kad
bty galima i$ naujo jveisti F1 karta.

5-6 bandymo savaités (F1)

Likus vienai arba dviem dienoms iki numatomo iSsiritimo pradZzios, sustabdykite arba
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sumazinkite inkubuojamy ikry judinima, kad paspartintuméte issiritimg. Kadangi embrionai
ritasi kiekvieng dieng, iSsiritusios lervos sudedamos kartu kiekvienoje bandomojoje grupéje
ir sistemingai paskirstomos j kiekvieng kartotinj konkrecios bandomosios grupés lervy
laikymo indg, kuriame turi biiti ne daugiau kaip 12 iSsiritusiy lervy. Tai daroma atsitiktine
tvarka iSrenkant iSsiritusias lervas ir dedant po vieng lerva paeiliui i kartotinius bandinius
vieng po kito, jy nesirenkant, eilés tvarka pripildant konkrefios bandomosios grupés
kartotinius bandinius, kad visuose tos bandomosios grupés kartotiniuose bandiniuose bty
po 12 iSsiritusiy lervy. Jei iSsiritusiy lervy nepakanka visiems kartotiniams bandiniams
pripildyti, reikia uztikrinti, kad pradedant F1 etapg buty kuo daugiau kartotiniy bandiniy,
kuriuose biity po 12 iSsiritusiy lervy.

Ikrai, i§ kuriy dar néra iSsiritusios lervos per dukart ilgesnj laikg negu iki vidutinés
(medianings) kontrolings iSsiritimo dienos, laikomi negyvybingais ir paSalinami. ISsiritusiy
lervy skaicCius uzrasomas ir apskai¢iuojama iSsiritimo sékmé (iSsiritimas) kiekviename
kartotiniame bandinyje.

7-11 bandymo savaités (F1)

Zuvy lervy iSgyvenimas visuose kartotiniuose bandiniuose kiekviena diena tikrinamas ir
uzrasomas. 43 bandymo dieng uzrasomas kiekviename kartotiniame bandinyje iSgyvenusiy
zuvy skaiCius, taip pat pradinis ] kartotinj bandinj jdéty iSsiritusiy lervy skaiCius
(nominalusis skaicius 12). Taip galima apskaiciuoti procentinj i§gyvenamuma nuo issiritimo
iki nesuaugusiy Zuvy stadijos.

Bandymo savaités (F1)

78—85 bandymo dienomis paimamas nedidelis éminys i§ kiekvienos Zuvies uodeginio
peleko, kad buty galima nustatyti kiekvienos Zuvies genotiping lytj (t.y. i peleky
nuokarpy). Si informacija naudojama sudarant veislines poras.

Per tris dienas po to, kai nustatoma kiekvienos Zuvies genotipin¢ lytis, atsitiktine tvarka
sudaroma 12 veisliniy pory kiekvienoje bandomojoje grup¢je ir 24 poros kiekvienoje
kontrolin¢je grupéje. Atsitiktine tvarka iSrenkama po dvi XX ir XY Zuvis i§ kiekvieno
kartotinio bandinio, tada jos sudedamos kartu pagal lytj ir i§ jy atsitiktinés atrankos biudu
sudaroma veisliné pora (t.y. XX-XY pora). Sudaroma ne maziau kaip 12 kartotiniy
bandiniy kiekvienos cheminés medziagos dozés bandomojoje grup¢je ir ne maziau kaip 24
kartotiniai bandiniai kontrolinéje grupé¢je; kiekviename kartotiniame bandinyje yra viena
veisliné pora. Jei kartotiniame bandinyje néra dviejy XX ar dviejy XY zuvy, kurias bity
galima sudeéti kartu, tuomet atitinkamos lyties genotipo zuvis reikéty gauti 1§ kity tos
bandomosios grupés kartotiniy bandiniy.

Likusios Zuvys (daugiausia 8 Zzuvys i§ kiekvieno kartotinio bandinio) humaniskai
numarinamos ir paimami €miniai jvairioms nesuaugusiy Zuvy vertinamosioms baigtims tirti.
Visy nesuaugusiy zuvy éminiy geno dmy duomenys (XX ar XY) saugomi, siekiant
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uztikrinti, kad visus vertinamyjy baigciy duomenis biity galima susieti su kiekvienos
konkrecios zuvies genetine lytimi.

13—-14 bandymo savaités (F1)

Veikimas bandomgja medziaga tesiamas, kol nesuaugusiy zuvy veislinés poros tampa
suaugusiomis zuvimis. 98 bandymo dieng (t. y. vieng dieng prie§ pradedant rinkti ikrus) i$
akvariumy paSalinami ir nuo pateliy nuimami visi ikrai.

15-17 bandymo savaités (F1)

ISnersti ikrai kasdien renkami 21 dieng i§ eilés kiekviename kartotiniame bandinyje,
vertinamas vislumas ir vaisingumas.

18 bandymo savaité (kartojama ta pati procediira kaip ir 4 bandymo savaite¢) (F1 ir F2)

120 bandymo dieng, ryte, surenkami ikrai i§ kiekvieno kartotinio bandinio indo. Surinkti
ikrai jvertinami ir apvaisinti kiekvienos veislinés poros ikrai (paSalinus juos jungiancias
gijas) sudedami kartu kiekvienoje bandomojoje grupéje ir sistemingai paskirstomi j ikry
inkubavimo kameras — po 20 apvaisinty ikry kiekviename inkubatoriuje. Inkubatorius
galima sudéti j atskirus inkubatoriy laikymo indus, paruostus kiekvienai bandomajai grupei,
arba ] kartotinio bandinio indg, kuriame po iSsiritimo bus laikomos iSsiritusios lervos.
Patartina, kad embrionai buty surinkti per vieng dieng; taciau jei embriony nepakanka,
embrionus galima surinkti per dvi dienas. Jei embrionai surenkami per dvi dienas, visi per
pirmaja dieng surinkti embrionai atitinkamose bandomosiose grupése sudedami kartu su
tais, kurie surinkti antraja dieng. Tada visi kartu sudéti embrionai kiekvienoje bandomojoje
grupéje atsitiktine tvarka paskirstomi j kiekvieng i§ kartotiniy bandiniy inkubatoriy, po 20
embriony i kiekvieng inkubatoriy. Pastaba. Jei vienos bandomosios grupés ikrus reikia rinkti
ir antrg dieng, tuomet visy bandomyjy grupiy (jskaitant kontrolines grupes) ikrai turi biti
renkami pagal §ig procediirg. Jei po antrosios rinkimo dienos kurioje nors bandomojoje
grupéje yra surinkta nepakankamai embriony, kad biity galima jdéti po 20 embriony
kiekvieng inkubatoriy, toje konkreCioje bandomojoje grupéje embriony skaicius
sumazinamas iki 15 embriony, dedamy ] kiekvieng inkubatoriy. Jei nepakanka embriony,
kad biity galima jdéti po 15 embriony | kiekvieng inkubatoriy, kartotiniy inkubatoriy skaiciy
reikia sumazinti tiek, kad embriony biity pakankamai ir biity galima déti po 15 i§ jy i
kiekvieng inkubatoriy.

121 bandymo dieng (arba 122 bandymo diena, siekiant jsitikinti, kad sékmingai jveista F2
karta), F1 veislinés poros humaniSkai numarinamos ir analizuojamos tiriant suaugusiy Zuvy
vertinamasias baigtis. Jei reikia, F1 veislines poras galima laikyti papildomas 1-2 dienas,
kad biity galima iS naujo jveisti F2 karta.

19-20 bandymo savaités (F2)
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Likus vienai arba dviem dienoms iki numatomo iSsiritimo pradzios, sustabdykite arba
sumazinkite inkubuojamy ikry judinimg, kad paspartintuméte iSsiritimg. Jei bandymas
baigiamas tada, kai baigia iSsiristi F2 karta, kiekvieng dieng iSsiritusios lervos
suskai¢iuojamos ir pasalinamos (embrionai, kurie neiSsirita per pratgsta inkubavimo
laikotarpj, skaiiuojama kaip dukart ilgesné¢ trukmé negu iki vidutinés (medianinés)
i$siritimo kontrolés dienos, laikomi negyvybingais).
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10 priedélis
STATISTINE ANALIZE

Per MEOGRT bandyma gaunami tokio pobiidzio biologiniai duomenys, kurie yra biidingi
ne vien Siam bandymui, ir yra sukurta daug tinkamy statistiniy metodiky, pagal kurias
galima tinkamai analizuoti panasius duomenis (iSskyrus patologijy duomenis), priklausomai
nuo ty duomeny savybiy, jskaitant normaluma, dispersijos vienalytiSkuma, ar pats tyrimo
planas yra palankus hipotezés tikrinimui arba regresinei analizei, ar taikytini parametriniai,
ar neparametriniai kriterijai, ir kt. Pagal bendra principg sitlomos statistinés analizés
atitinka EBPO rekomendacijas dél ekotoksiSkumo duomeny (EBPO, 2006), o 2 diagramoje
pateikta MEOGRT duomeny analizés sprendimy priémimo schema.

Daroma prielaida, kad dazniausiai duomeny rinkiniuose bus gaunami monotoniski atsakai.
Papildomai reikéty apsvarstyti klausima, ar taikyti vienpusj statistinj kriterijy, ar dvipusj
statistinj kriterijy. Jei néra biologiniy priezasCiy, dél kuriy vienpusis kriterijus biity
netinkamas, siiiloma taikyti vienpusius kriterijus. Nors tolesniame skirsnyje
rekomenduojami tam tikri statistiniai kriterijai, jei buty sukurta tinkamesniy ir (arba)
didesnés galios statistiniy metody, taikytiny konkretiems per MEOGRT bandyma gautiems
duomenims, tie statistiniai kriterijai biity naudojami, siekiant pasinaudoti tais pranaSumais.

MEOGRT duomenys turéty biiti analizuojami atskirai pagal genotiping lytj. Lytj pakeitusiy
zuvy (XX patiny arba XY pateliy) duomenis galima analizuoti pagal dvi strategijas: 1)
atmesti visus lytj pakeitusiy Zuvy duomenis per visg bandyma, i$skyrus duomenis apie lyties
pakeitimo paplitimg kiekviename kartotiniame bandinyje; 2) palikti visy lyt] pakeitusiy
zuvy duomenis duomeny rinkinyje ir analizuoti pagal genotipa.

Histopatologiniai duomenys

Histopatologiniai duomenys ataskaitoje pateikiami kaip poveikio stiprumo balai, kurie
vertinami pagal naujai sukurtg statisting procediirag, vadinamg ,,Rao-Scott Cochrane-
Armitage by Slices (RSCABS; tai yra Rao-Scott’o patikslintas Cochrane-Armitage’o
trendo kriterijus pagal ,,pjuvius® — angl. slices) (Green et al., 2014). Pagal Sig Rao-Scott’o
pataisg iSlaikoma informacija apie kartotinius bandinius; atliekant procediirg pagal ,,pjivius®
jtraukiama biologin¢ tikimybé, kad did¢jant bandomosios medZiagos koncentracijoms,
poveikio stiprumo balai paprastai didé¢ja. Dél kiekvienos diagnozés gautas RSCABS
rezultatas parodo, kuriose bandomosiose grupése patologija yra labiau paplitusi negu
kontrolinése grupése, ir susij¢s poveikio stiprumo lygis.

Vislumo duomenys

Vislumo duomeny analizés atliekamos pagal zingsnio Zemyn Jonckheere-Terpstra arba
Williams’o kriterijy nustatant dozés poveikj, jei duomenys atitinka monotoniska
koncentracijos ir atsako priklausomybés ry$j. Taikant Zingsnio Zemyn Kkriterijy, visi
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palyginimai atliekami esant 0,05 reikSmingumo lygiui ir nekoreguojant dél palyginimy
skaiciaus. Duomenys turéty atitikti monotoniSska koncentracijos ir atsako priklausomybés
ry$}, taCiau galima tai patikrinti, vizualiai patikrinant duomenis arba sudarant bandomuyjy
grupiy vidurkiy tiesinius ir kvadratinius kontrastus po duomeny rangy transformacijos. Jei
néra taip, kad kvadratinis kontrastas yra reikSmingas, o tiesinis kontrastas — nereik§mingas,
taikomas trendo kriterijus. Kitu atveju naudojamas Dunnett’o kriterijus nustatant dozés
poveikj, jei duomenys yra normaliai pasiskirste ir jy dispersijos vienalytés. Jei tie
reikalavimai netenkinami, taikomas Dunn’o kriterijus su Bonferonni-Holm’o pataisa. Visi
nurodyti kriterijai taikomi nepriklausomai nuo bet kokio bendrai taikomo F kriterijaus ar
Kruskal-Wallis’o kriterijaus. Daugiau informacijos pateikta OECD (2006).

Ikry skai¢iavimui galima naudoti alternatyvius metodus, tokius kaip apibendrintasis tiesinis
modelis su Poisson’o paklaidomis (be transformacijos), jei tai statistiSkai pagrista (Cameron
ir Trividi, 2013). Jei naudojamas alternatyvus metodas, patartina pasikonsultuoti su
statistikos specialistais.

Kasdienis vienos kartos ikry skaifiavimas

ANOVA modelis yra iSreiSkiamas formule Y = Laikas*LaikastDoze + *Dozé +
Laikas*Dozé + *Laikas*Dozé¢, atsizvelgiant ] atsitiktinj poveikj, tokj kaip Kartotinis
bandinys(Karta*Doz¢), ir Laikas*Kartotinis bandinys(Doz¢), taigi yra galimi abiejy tipy
nelygios dispersijos komponentai per kelias kartas. ,,Laikas* Sioje formuléje yra ikry
skai¢iavimo daznis (pvz., kas dieng arba kas savaite). Tai yra pakartotiné maty analiz¢, o
koreliacijos tarp ty paciy kartotiniy bandiniy steb¢jimy atitinka kartotiniy matavimy pobidj,
biidingg Siems duomenims.

Pagrindinis dozés poveikis tiriamas taikant Dunnett’o (ar Dunnett-Hsu) kriterijy,
koreguojant del palyginimy skaiciaus. Reikia atlikti pataisas dél pagrindinio kartos arba
laiko poveikio, nes $iy dviejy veiksniy ,.kontrolinio lygio néra ir kiekvienos lygiy poros
palyginimas gali buti reikSmingas. Dél §iy dviejy rusiy pagrindinio poveikio, jei F kriterijus,
taitkomas pagrindiniam poveikiui, yra reikSmingas esant 0,05 reikSmingumo lygiui, galima
atlikti porinius palyginimus tarp keliy to veiksnio lygiy, esant 0,05 reikSmingumo lygiui, be
tolesniy pataisy.

Sis modelis apima dviejy ir trijy veiksniy saveikas, todél pagrindinis (pavyzdziui, laiko)
poveikis gali nebiti reikSmingas, nors laikas turi reikSmingg poveikj rezultatams. Taigi, jei
dviejy ar trijy veiksniy, iskaitant laikg, sgveika yra reikSminga esant 0,05 reikSmingumo
lygiui, palyginimai tarp jvairiy laiko lygiy, esant 0,05 reikSmingumo lygiui, gali buti
priimtini be tolesniy pataisy.

Tada taikomi F kriterijai dél dozés reikSmingumo laiko atzvilgiu — vadinamieji pjiviai
ANOVA lenteléje. Jeigu, pavyzdziui, pjuvis dél dozés (F1 kartos, laiko verte — 12) yra
reikSmingas esant 0,05 reikSmingumo lygiui, poriniai palyginimai pagal doz¢ (F1 kartos,
laiko verté — 12) gali biiti priimtini esant 0,05 reikSmingumo lygiui, be tolesniy pataisy.
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Panasus principai tinka ir kriterijams dél laiko (F1 kartos) ir dozés ir dél kartos tam tikro
laiko ir dozés atzvilgiu.

Galiausiai, kai palyginimai nejeina j kurig nors i§ minéty kategorijy, palyginimai turéty buti
koreguojami taikant Bonferroni-Holm’o p ver¢iy pataisg. Daugiau informacijos apie tokiy
modeliy analizes galima gauti i§ Hocking (1985), Hochberg ir Tamhane (1987).

Kitu atveju neapdoroti duomenys yra uzrasomi ir pateikiami tyrimo ataskaitoje kaip vislumo
duomenys (ikry skaicius) kiekviename kartotiniame bandinyje kiekvieng dieng. Turéty bti
apskaiciuojamas kiekvieno kartotinio bandinio vidurkis i§ neapdoroty duomeny, tada
taikoma kvadratinés Saknies transformacija. Turéty buti atlikta transformuoty kartotiniy
bandiniy duomeny vidurkiy vienfaktorine ANOVA, tada taikomi Dunnett’o kontrastai.
Taip pat gali buti naudinga vizualiai patikrinti kiekvienos bandomosios grupés ir (arba)
kartotinio bandinio vislumo duomenis naudojant sklaidos diagrama, kurioje parodomi
duomenys laiko atzvilgiu. Taip bus galima neformaliai jvertinti galimg poveikj laikui
bégant.

Visi kiti biologiniai duomenys

Statistinés analizés grindZiamos pagrindine prielaida, kad tinkamai parinkus dozes,
duomenys bus monotoniski. Taigi, daroma prielaida, kad duomenys yra monotoniski, ir jy
monotoniSkumas formaliai jvertinamas naudojant tiesinius ir kvadratinius kontrastus. Jei
duomenys yra monotoniski, rekomenduojama taikyti Jonckheere-Terpstra trendo kriterijy
kartotiniy bandiniy medianinéms vertéms (kaip rekomenduota EBPO, 2006). Jei kvadratinis
kontrastas yra reikSmingas, o tiesinis kontrastas — nereikSmingas, duomenys laikomi
nemonotoniskais.

Jei duomenys yra nemonotoniski, ypa¢ dél mazesnio bandomyjy grupiy atsako j didZiausia
ar dvi didZiausias dozes, vertéty apsvarstyti, ar nereikéty atmesti viso to duomeny rinkinio,
kad analizé bity atliekama be ty doziy bandomuyjy grupiy. Sj sprendimg reikés priimti
vadovaujantis profesine nuovoka ir visais prieinamais duomenimis, ypa¢ tais duomenimis,
kurie parodo aiSky toksiSkumg esant ty dydziy dozéms.

Masés ir ilgio duomeny transformacijy atlikti nerekomenduojama, nors kai kada jos gali buti
reikalingos. Taciau rekomenduojama atlikti  vitelogenino duomeny logaritming
transformacija; antriniy lytiniy poZymiy (analinio peleko gumburéliy) duomeny kvadratinés
Saknies transformacijg; procentinio iSsiritimo duomeny, procentinio i§gyvenamumo, lyciy
santykio ir apvaisinty ikry procentinés dalies duomeny kvadratinés Saknies arksinuso
transformacijg. Laikg iki i8siritimo ir laikg iki pirmojo nersto reikéty laikyti laiko iki jvykio
duomenimis, o pavieniy embriony, neissiritusiy per nustatyta laikotarpj, arba kartotiniy
bandiniy zuvy, kurios niekada nepradéjo nerSti, duomenis traktuoti kaip atmetamus ,,i§
desines* (desSinéje grafiko puséje). Laikas iki iSsiritimo turéty biiti skaiiuojamas nuo
vidutinés (medianinés) i$siritimo dienos kiekviename kartotiniame bandinyje. Sios
vertinamosios baigtys turéty biiti analizuojamos naudojant miSraus poveikio Cox’o
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proporciniy pavojy modelj.

Biologiniai duomenys 1§ suaugusiy zuvy ¢€éminiy gaunami atliekant vieng matavimag
kiekviename kartotiniame bandinyje, t. y. kartotinio bandinio akvariume yra viena XX Zuvis
ir viena XY zuvis. Todé¢l rekomenduojama vienfaktoring ANOVA analize atlikti naudojant
kartotiniy bandiniy vidurkius. Jei patvirtinamos ANOVA prielaidos (dél normalumo ir
dispersijos vienalytiSkumo, vertinant pagal ANOVA liekanas, atitinkamai taikant Shapiro-
Wilks’o kriterijy ir Levene’o kriterijy), Dunnett’o kontrastai turéty biiti naudojami nustatant
bandomasias grupes, kurios skyrési nuo kontrolinés grupés. Kita vertus, jei ANOVA
prielaidos nepatvirtinamos, reikéty taikyti Dunn’o kriterijy nustatant, kurios bandomosios
grupés skyrési nuo kontrolinés grupés. PanaSig procedirg rekomenduojama taikyti
duomenims, iSreikStiems procentiniais (vaisingumo, issiritimo ir iSgyvenamumo) dydziais.

Biologiniai duomenys i§ nesuaugusiy Zuvy éminiy gaunami per 1-8 matavimus i§ kiekvieno
kartotinio bandinio, t. y. kiekvienos genotipinés lyties individy, prisidedanciy prie kartotinio
bandinio vidurkio, skai¢iai gali buti skirtingi. Tod¢l rekomenduojama naudoti miSraus
poveikio ANOVA modelj, o po to taikyti Dunnett’o kontrastus, jei patvirtinamos
normalumo ir dispersijos vienalytiSkumo prielaidos (pagal miSraus poveikio ANOVA
liekanas). Jei Sios prielaidos nepatvirtinamos, reikéty taikyti Dunn’o kriterijy nustatant,
kurios bandomosios grupés skyrési nuo kontrolinés grupes.

2 diagrama. Atlieckant MEOGRT duomeny analizg rekomenduojamy taikyti statistiniy procediiry
schema.
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C.53 VARLIAGYVIU LERVU AUGIMO IR VYSTYMOSI TYRIMAS (LAGDA)

IVADAS

1.

Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymy gaires Nr. 241 (2015). Poreikis sukurti ir
patvirtinti tyrimg, kurj atliekant biity galima nustatyti ir apibiidinti toksisSky cheminiy
medziagy poveikio varliagyviams neigiamus padarinius, kyla i§ susiripinimo, kad
aplinkoje esancios cheminés medziagos gali kenkti tieck Zmonéms, tiek laukinei gyviinijai.
EBPO varliagyviy lervy augimo ir vystymosi tyrimo (LAGDA) bandymo gairése aprasytas
toksiSkumo bandymas naudojant tam tikros rasies varliagyvius, kurj atliekant vertinamas
augimas ir vystymasis nuo apvaisinimo iki ankstyvojo jaunikliy periodo. Tai tyrimas
(paprastai trunkantis 16 savaiCiy), kurio metu vertinamas ankstyvasis vystymasis,
metamorfoze, i§gyvenamumas, augimas ir dalinis subrendimas reprodukcijai. Jj atliekant
taip pat galima matuoti kai kurias kitas vertinamgsias baigtis, taigi galima diagnostiSkai
jvertinti jtariamas endokrining sistema ardanias chemines medziagas ar kitokias
vystymuisi ir reprodukcijai toksiskas medziagas. Sis apraSytas bandymo metodas yra
pagristas afrikinés naguotosios varlés (Xenopus laevis) tinkamumo bandymams
patvirtinimo darbu, atliktu JAV aplinkos apsaugos agentiiros (U.S. EPA); papildomas
darbas atliktas Japonijoje (1). Nors kity rusiy varliagyviams galima pritaikyti augimo ir
vystymosi bandymo protokola, kurio svarbi dalis yra gebéjimas nustatyti geneting lytj,
konkretlis metodai ir stebimos vertinamosios baigtys, aprasyti pagal §j bandymo metoda,
yra tinkami tik Xenopus laevis.

LAGDA yra aukStesnés pakopos bandymas su varliagyviais siekiant surinkti daugiau
visapusiS$kos koncentracijos ir atsako informacijos apie neigiamg poveikj, kuri bity
tinkama naudoti nustatant ir apibidinant pavojus ir vertinant ekologine rizika. Sis tyrimas
atitinka EBPO endokrining sistemg ardan¢iy medziagy bandymy ir vertinimy
konceptualiosios sistemos 4-3j; lygmenj (Level 4), pagal kurj tyrimai in vivo taip pat teikia
duomeny apie neigiamg poveik] su endokrinine sistema susijusioms vertinamosioms
baigtims (2). Bendrgjj bandymo plang sudaro X. laevis embriony, esan¢iy 8—10 vystymosi
stadijose pagal Nieuwkoop ir Faber (NF) klasifikacijg (3), veikimas maziausiai keturiy
skirtingy koncentracijy (tarp kuriy paprastai yra ne mazesni kaip pusiau logaritminiai
intervalai) bandomaja chemine medziaga, kartu naudojant kontroling grupg¢ arba grupes, iki
10 savai¢iy po vidutinio (medianinio) laiko tarpsnio, kuriuo pasiekta NF 62 vystymosi
stadija kontrolin¢je grup¢je, paimant vieng tarpinj poéminj NF 62 stadijoje (<45 dienos po
apvaisinimo; paprastai apie 45 dienos (d.p.a.)). Naudojami keturi kiekvienos
bandomosios medziagos koncentracijos kartotiniai bandiniai ir aStuoni kartotiniai bandiniai
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kontrolinéje grupéje. Vertinamosios baigtys, vertinamos veikimo bandomagja medziaga
laikotarpiu (tuo metu, kai imamas tarpinis poéminis, ir galutinis éminys baigiant
bandymg), apima ir tas, kurios parodo bendrgjj toksiSkumg: gaiStamuma, elgesio
anomalijas ir augimo parametrus (ilgj ir masg), taip pat vertinamasias baigtis, nustatytas
siekiant apibiidinti konkre¢ius endokrininei sistemai toksiskus poveikio budus, veikiancius
estrogeny, androgeny arba skydliaukés valdomus fiziologinius procesus. Pagal §] metoda
pagrindinis démesys skiriamas galimam populiacijai reikSmingam poveikiui (t.y.
neigiamam poveikiui i§gyvenamumui, vystymuisi, augimui ir reprodukciniam vystymuisi),
apskaiciuojant nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) arba poveikio koncentracija,
sukelian¢iag matuojamos vertinamosios baigties x % pokyti (ECx). Vis délto reikéty
pazymeti, kad ECx metodai retai yra tinkami Sio pobiidZio didelio masto tyrimams, kai
didinti bandomosios medziagos koncentracijos ver¢iy skaiciy, siekiant nustatyti norima
ECx, gali biiti nepraktiSka. Taip pat pazymétina, kad Sis metodas neapima paties
reprodukcijos (dauginimosi) etapo. Pagal §j bandymo metoda vartojamy terminy apibréztys
pateiktos 1 priedélyje.

PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

3. Dél riboto cheminiy medziagy, kuriy bandymai atlikti, ir patvirtinant §io gana sudétingo
tyrimo tinkamumg dalyvavusiy laboratorijy skai¢iaus (ypa¢ jo tarplaboratorinis
atkuriamumas dar néra patvirtintas bandymy duomenimis) numatoma, kad kai jau bus
atlikta pakankamai tyrimy, kad biity galima nustatyti §io naujo tyrimo plano poveiki,
EBPO bandymy gairés Nr. 241 bus perzitrétos ir, jei reikés, pakeistos atsizvelgiant ] jgyta
patirti. LAGDA yra svarbus tyrimas siekiant tirti veiksnius, galinius prisidéti prie
varliagyviy populiacijy mazeéjimo: cheminiy medziagy poveikio padariniai vertinami
jautriy lervy stadijoje, kurioje poveikis i§gyvenamumui ir vystymuisi, jskaitant normaly
reprodukciniy organy vystymasi, gali neigiamai paveikti populiacijas.

4. Sis bandymas sukurtas siekiant nustatyti apikalinj poveikj, patiriama ir dél endokrininiy, ir
del neendokrininiy mechanizmy, ir apima diagnostines vertinamasias baigtis, kurios yra
1§ dalies konkreciai susietos su pagrindiniais endokrininés sistemos veikimo bidais.
Reikety pazymeéti, kad iki LAGDA sukiirimo dar nebuvo patvirtinto Sios paskirties tyrimo,
kuriam biity naudojami varliagyviai.

5. Pries pradedant §j tyrima svarbu turéti informacijos apie bandomosios cheminés medziagos
fizikines ir chemines savybes, ypa¢ kad biity galima ruosti stabilius cheminiy medziagy
tirpalus. Taip pat biitina taikyti pakankamai jautry analizés metoda tikrinant bandomosios
cheminés medziagos koncentracijos vertes. Per visg §j tyrima, kuris trunka mazdaug 16
savaiCiy, reikia 1§ viso 480 gyviiny, t.y. X. laevis embriony (arba 640 embriony, jei
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naudojamas tirpiklio kontrolinis bandinys), siekiant uztikrinti pakankamg bandymo
patikimuma vertinant tokias populiacijai reikSmingas vertinamasias baigtis kaip augimas,
vystymasis ir reprodukciné branda.

6. Pries taikant §j bandymo metodg miSinio bandymui dél reglamentavimo, vertéty
apsvarstyti, ar taip gauti rezultatai bus tinkami naudoti tuo numatomu reglamentavimo
tikslu. Be to, atliekant §j tyrimg néra tiesiogiai vertinamas vislumas, todé¢l jis gali biiti
netinkamas naudoti auksStesnés pakopos nei 4-uoju lygiu pagal EBPO endokrining sistema
ardan¢iy medziagy bandymy ir vertinimy konceptualiajg sistema.

SIO BANDYMO METODO MOKSLINIS PAGRINDAS

7. Didelé misy dabartiniy ziniy apie varliagyviy biologija dalis yra gauta naudojant
pavyzdine laboratoring r1G§j X laevis. Sios ridies varles galima jprastai auginti
laboratorijoje, pateléms galima paskatinti ovuliacija naudojant zmogaus chorioninj
gonadotroping (hCG), o $iy gyviiny istekliy galima lengvai gauti i§ komerciniy veiséjy.

8. Varliagyviy, kaip ir visy stuburiniy gyviiny, reprodukcija yra valdoma pagumburio-
hipofizés-lytiniy liauky (HPG) agies (4). Sios endokrininés sistemos mediatoriai yra
estrogenai ir androgenai, lemiantys lytiSkai dimorfiSky audiniy vystymasi ir fiziologija.
Yra trys aiSkios varliagyviy gyvenimo ciklo fazés, kuriose Si aSis yra ypac aktyvi:
1) lytiniy liauky diferenciacija vystantis lervoms, 2) antriniy lytiniy poZymiy vystymasis ir
lytiniy liauky subrendimas jaunikliy stadijoje ir 3) suaugusiy gyviny funkciné
reprodukcija. Kiekviename i§ Siy trijy vystymosi etapy gyviinai gali buti jautrls
endokrininés sistemos trikdymui tam tikromis cheminémis medZiagomis, tokiomis kaip
estrogenai ir androgenai, dél kurio organizmai galiausiai praranda reprodukcinj
tinkamuma.

9. Lytinés liaukos pradeda vystytis NF 43 stadijoje, kai pirmiausia iSsivysto bipotencinis
genitalinis giibrelis. Lytiniy liauky diferenciacija prasideda NF 52 stadijoje, kai
pirmapradés embrioninés lgstelés migruoja | besivystanciy lytiniy liauky vidinj audinj
(patiny) arba lieka zievés regione (pateliy) (3). Apie tai, kad Siame lytinés diferenciacijos
procese Xenopus lytinés liaukos yra jautrios cheminiy medziagy poveikiui, galin¢iam jose
sukelti pakitimy, pirmg kartg pranesta pra¢jusio amziaus 6-ajame deSimtmetyje (5) (6).
Paveikus buozgalvius estradioliu Siuo lytiniy liauky diferenciacijos laikotarpiu, patinai
pakeicia lytj ir, iSauginti iki subrendimo, yra visiSkai funkcionalios patelés (7) (8). Pateliy
funkcinis lyties pakeitimas j patinus taip pat yra jmanomas; apie tai pranesta po bandymo,
kurio metu buozgalviams buvo jsodinta séklidziy audinio (9). Taciau nors aromatazés
inhibitoriaus veikimas taip pat paskatina funkcinj X. tropicalis lyties pakeitimg (10), tokio
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poveikio X. laevis nenustatyta. Praeityje toksiSky medziagy poveikis lytiniy liauky
diferenciacijai vertintas atliekant lytiniy liauky histologinj tyrimg metamorfozés stadijoje,
o lyties pakeitimg buvo jmanoma nustatyti tik ly¢iy santykio analize. Dar visai neseniai
nebuvo jokiy budy tiesiogiai nustatyti Xenopus geneting lytj, taiau neseniai nustacius su
lytimi susijusius X. laevis pozymius, dabar galima nustatyti geneting lyti ir tiesiogiai
atskirti lytj pakeitusius gyvunus (11).

10. Vystantis jaunikliams patinams, didé¢ja testosterono kiekis kraujyje ir kartu atsiranda
antriniai lytiniai poZymiai, taip pat vystosi séklidés. Pateliy kiauSidés gamina estradiolj,
todél kraujo plazmoje atsiranda vitelogenino (VTG), kiauSidése — vitelogeniniy ovocity, ir
vystosi kiauSintakiai (12). KiauSintakiai yra pateliy antrinis lytinis pozymis; jie
funkcionuoja brestant ovocitams reprodukcijos metu. Ovocity iSoré padengiama gleiviy
apvalkalu, kai jie slenka kiauSintakiais ir surenkami ikry maiSelyje, paruosti apvaisinimui.
Atrodo, kad kiauSintakiy vystymasi reguliuoja estrogenai, nes jy vystymasis siejasi su
estradiolio kiekiais X. laevis (13) ir X. tropicalis (12) varliy kraujyje. PraneSama, kad dél
polichlorintyjy bifenily junginiy (14) ir 4-tert-oktilfenolio (15) poveikio kiauSintakiai émé
vystytis patinams.

BANDYMO PRINCIPAS

11. Pagal Sio bandymo plang X. laevis NF 8—10 vystymosi stadijy embrionai yra per vandenj
veikiami keturiy skirtingy koncentracijy bandomaja chemine medziaga, kartu naudojant
kontroling grupe arba grupes, iki 10 savai¢iy po vidutinio (medianinio) laiko tarpsnio,
kuriuo pasiekta NF 62 vystymosi stadija kontrolinéje grupé€je, taip pat paimant vieng NF 62
stadijos tarpinj poé¢minj. Nors labai hidrofobiSkas chemines medziagas taip pat gali buti
Jmanoma dozuoti per paSarg, kol kas turima nedaug patirties, susijusios su §io poveikio
bido naudojimu per §j tyrimg. Naudojami keturi kiekvienos bandomosios medziagos
koncentracijos kartotiniai bandiniai ir aStuoni Kkartotiniai bandiniai kiekvienoje
naudojamoje kontrolingje grupéje. Vertinamosios baigtys, vertinamos veikimo bandomaja
medziaga laikotarpiu, apima tas, kurios parodo bendrajj toksiSkumg (t. y. gaiStamumas,
elgesio anomalijos ir augimo parametrai (ilgis ir masé)), taip pat vertinamasias baigtis,
nustatytas siekiant apibiidinti konkre€ius endokrininei sistemai toksiSkus poveikio budus,
veikiancius estrogeny, androgeny arba skydliaukés valdomus fiziologinius procesus (t. y.
skydliaukés histopatologija, lytiniy liauky ir lytiniy liauky lataky histopatologija,
vystymosi sutrikimai, vitelogeninas kraujo plazmoje (nebiitinai) ir genotipinis / fenotipinis
ly¢iy santykis).

BANDYMO TINKAMUMO KRITERIJAI
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12. Taikomi Sie bandymo tinkamumo kriterijai:

- vandenyje iStirpusio deguonies koncentracija turéty biiti >40 % oro soties vertés per visg
bandyma;

- vandens temperatiira turéty biiti 21 £ 1 °C intervale, o jos skirtumai tarp vienos grupé€s
kartotiniy bandiniy ir tarp bandomyjy grupiy neturéty biiti didesni nei 1,0 °C;

- bandymo tirpalo pH turéty biti palaikomas intervale tarp 6,5 ir 8,5, o skirtumai tarp vienos
grupés kartotiniy bandiniy ir tarp bandomyjy grupiy neturéty biti didesni nei 0,5;

- turéty buiti gauta jrodymy, kad bandomosios cheminés medziagos koncentracijos tirpale
buvo tinkamai palaikomos vidutiniy iSmatuoty veréiy £20 % tikslumu;

- veikimo bandomaja medziaga laikotarpiu gaiStamumas kiekviename kontroliniy grupiy
kartotiniame bandinyje turéty buti <20 %;

- pradedant tyrimga pasirinktos naudoti vados gyvybingumas turéty buti >70 %;

- vidutinis (medianinis) laiko tarpsnis, kuriuo pasiekta NF 62 vystymosi stadija kontrolinése
grupése, turéty biti <45 dienos.

- bandomyjy organizmy vidutiné masé NF 62 stadijoje ir uzbaigus tyrima kontroliniuose
bandiniuose ir tirpiklio kontroliniuose bandiniuose (jei jie naudojami) turéty siekti
atitinkamai 1,0 £ 0,2 ir 11,5+ 3 g.

13. Nors tai néra tinkamumo kriterijus, rekomenduojama analizei pateikti ne maZziau kaip trijy
bandomosios medZiagos poveikio doziy tris reikalavimus atitinkancius kartotinius
bandinius. Per didelis gaiStamumas, kuris kenkia bandomajai grupei, apibréziamas kaip >4
gyviiny ziitys (>20 %) dviejuose arba daugiau kartotiniy bandiniy, kuriy negalima
paaiSkinti technine klaida. Analizei reikéty pateikti ne maziau kaip trijy bandomosios
medziagos doziy bandomyjy grupiy, kuriose nepastebéta aiSkaus toksiSkumo, bandinius.
AiSkaus toksiSkumo pozymiai gali biiti, be kita ko, pliduriavimas pavirSiuje, guléjimas
indo dugne, aukStielninkas arba nenormalus plaukimas, retas pakilimas ] pavirSiy ir
nereagavimas ] dirgiklius, morfologinés anomalijos (pvz., galiiniy deformacijos),
kraujuojancios Zaizdos ir pilvo edema.

14. Tuo atveju, jei pastebima, kad nukrypta nuo bandymo tinkamumo kriterijy, reikéty
apsvarstyti to padarinius bandymo rezultaty patikimumui, ir tie nukrypimai bei svarstymai
turéty buti jtraukti ] bandymo ataskaita.

METODU APRASYMAS
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Aparatira

15.

Iprasta laboratoriné jranga ir $i speciali jranga:

a) temperatiiros reguliavimo aparatira (pvz., Sildytuvai arba vésintuvai, kuriais galima
nustatyti 21 = 1 °C temperatiirg);

b) termometras;

¢) dviejy okuliary stereomikroskopas ir skrodimo jrankiai;

d)skaitmeniné kamera, kurios skiriamoji geba ne mazesné kaip 4 megapikseliai, su
mikroskopinio fotografavimo funkcija (jei reikia);

e) analizinés svarstyklés, kuriomis galima sverti iki 0,001 mg ar 1 pg tikslumu;
f) iStirpusio deguonies matuoklis ir pH matuoklis;

g) Sviesos stiprio matuoklis, kuris matuoja liuksais.

Vanduo

Saltinis ir kokybé

16.

17.

Galima naudoti bet kokj skiedimo vandenj, kuris gaunamas vietoje (pvz., Saltinio vandenj
ar per aktyvintgsias anglis filtruotg vandentiekio vandenj), kuriame gali normaliai augti ir
vystytis X. laevis; reikéty turéti jrodymy, kad Sios varlés normaliai auga Siame vandenyje.
Kadangi 1§ jvairiy viety paimto vietos vandens kokybé gali buti labai skirtinga, reikéty
atlikti vandens kokybés analize, ypaC jei néra ankstesniy duomeny apie to vandens
tinkamuma varliagyviy lervoms auginti. Sunkiyjy metaly (pvz., Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni),
pagrindiniy anijony ir katijony (pvz., Ca?’, Mg?’, Na*, K', CI, SO4*), pesticidy,
bendrosios organinés anglies ir suspenduoty kietyjy daleliy kiekiy matavimai turéty biiti
atlikti prie§ pradedant bandyma ir (arba) atliekami, pavyzdZiui, kas SeSis ménesius, kai yra
Zinoma, kad skiedimo vanduo yra gana pastovios kokybés. Kai kurios skiedimui tinkamo
vandens cheminés savybés nurodytos 2 priedélyje.

Jodido koncentracija bandymo vandenyje

Varliagyviy lervos per vandenj ir su pasSaru turéty gauti pakankamai jodido, kad jy
skydliauké galéty gaminti skydliaukés hormonus, reikalingus normaliai metamorfozei.
Siuo metu dar néra empiriskai parengty gairiy dél minimaliy jodido koncentracijy pasare ar
vandenyje, reikalingy tinkamam vystymuisi uztikrinti; taciau jodido pakankamumas gali
turéti jtakos skydliaukés sistemos atsakui j skydliauke veikiancias medziagas ir yra
zinoma, kad jodidas reguliuoja skydliaukés bazinj aktyvuma, todél j tai deréty atsizvelgti
aiSkinant skydliaukés histopatologinio tyrimo rezultatus. Remiantis ankstesniu darbu
jrodyta, kad Sis tyrimas sékmingai atlieckamas tada, kai jodido (I") koncentracijos skiedimo
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vandenyje yra 0,5-10 pg/l. Biity geriausia, kad minimali jodido koncentracija skiedimo
vandenyje per visg bandyma biity 0,5 ug/l (jo dedant natrio ar kalio druskos pavidalu). Jei
bandymo vanduo regeneruojamas i§ dejonizuoto vandens, j jj dedamo jodo koncentracija
turéty buti ne mazesné¢ kaip 0,5 ng/l. Ataskaitoje reikéty nurodyti iSmatuotas jodido
koncentracijas bandymo vandenyje (t.y. skiedimo vandenyje) ir bandymui naudojamo
vandens papildyma jodu arba kitomis druskomis (jei naudojamos). Jodo kiekis taip pat gali
biuti matuojamas ne tik bandymo vandenyje, bet ir pasare (-uose).

Ekspozicijos sistema

18. Sis bandymas sukurtas naudojant pratekamaja skiediklio sistema. Sistemos komponentai,
kurie lieCiasi su vandeniu, turéty biiti pagaminti i§ stiklo, nerfidijan¢iojo plieno ir (arba)
kity chemiskai inertiniy medziagy. Bandomosios medziagos poveikiui tirti skirti indai
turéty buti stiklo arba neriidijanciojo plieno akvariumai, o indo naudojamasis tiris turéty
biiti nuo 4,0 iki 10,0 1 (minimalus vandens gylis 10-15 cm). Sioje sistemoje turéty biiti
galima laikyti visy bandomosios medziagos poveikio koncentracijy bandinius, kontrolinj
bandinj ir tirpiklio kontrolinj bandinj (jei jis reikalingas), su keturiais kartotiniais
bandiniais kiekvienoje bandomojoje grupéje ir aStuoniais kartotiniais bandiniais
kontrolinése grupése. Turéty buti palaikomas pastovus skyscio srautas j kiekvieng inda,
uztikrinant ir reikiamy biologiniy salygy palaikyma, ir cheminés medziagos veikima.
Rekomenduojama palaikyti tinkamus srautus (pvz., kad visas vanduo inde bity
pakeiciamas bent 5 kartus per parg), kad biity iSvengta cheminés medziagos koncentracijos
maz¢jimo deél metabolizmo (tiek bandomyjy organizmy, tiek vandens mikroorganizmy,
esanCiy akvariumuose) ar abiotiniy irimo biidy (hidrolizés, fotolizes) arba iSsisklaidymo
(garavimo, sorbcijos). Bandymo indai turéty buti ekspozicijos sistemoje iSdéstomi
atsitiktine tvarka, siekiant sumazinti galima poveikj dél padéties, iskaitant nezymius
temperatiiros, Sviesos intensyvumo ir kitus skirtumus. Daugiau informacijos apie
pratekamyjy ekspozicijos sistemy jrengimag galima gauti i§ ASTM standarty vadovo dél
umaus toksiSkumo bandymams su Zuvimis, makrobestuburiais ir varliagyviais naudojamy
medziagy (16).

Cheminés medziagos tiekimas i bandymo sistemg: bandymo tirpaly paruoSimas

19. Ruosiant bandymo tirpalus, skirtus naudoti ekspozicijos sistemoje, bandomosios cheminés
medziagos pradinis tirpalas turéty biiti ekspozicijos sistemoje dozuojamas naudojant
tinkamg siurblj ar kita aparatiirg. Pradinio tirpalo srauto sparta (debitas) turéty biti
kalibruota remiantis bandymo tirpaly tinkamumo analiziniu patvirtinimu, prie§ pradedant
veikimo bandomgja medZiaga etapa, ir periodiSkai tikrinama tiirio matavimais per visg
bandyma. Bandymo tirpalas kiekvienoje bandymo kameroje turéty biiti atnaujinamas, kad
visas jo turis buty pakeistas maziausiai 5 kartus per para.
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20. Bandomosios cheminés medziagos tiekimo ] sistemg metodas gali skirtis, priklausomai nuo

21.

jos fizikiniy ir cheminiy savybiy, todél pries bandyma reikéty gauti pagrinding informacijg
apie chemin¢ medziagg, kuri yra svarbi nustatant jos tinkamumg bandymui. Naudinga
informacija apie bandomajai cheminei medziagai buidingas savybes apima jos struktiiring
formule, molekuling masg¢, grynuma, stabiluma vandenyje ir Sviesoje, pKa ir Kow, tirpuma
vandenyje (geriausia bandymo terpéje) ir gary slégi, taip pat lengvo biologinio skaidumo
bandymo rezultatus (bandymo metodas C.4 (17) arba C.29 (18)). Tirpumas ir gary slégis
gali buti naudojami apskaiciuojant Henrio désnio konstanta, kuri parodys, ar gali biiti
bandomosios cheminés medziagos nuostoliy d¢l garavimo. Reikéty atsakingai apsvarstyti
Sio bandymo atlikimg tuo atveju, kai néra minétos informacijos, nes tyrimo planas
priklausys nuo bandomosios cheminés medziagos fizikiniy ir cheminiy savybiy, ir be Siy
duomeny bandymo rezultatus gali buti sunku iSaiskinti arba jie gali buti beprasmiai.
Reikéty turéti patikima analitinj metoda, pagal kurj biity galima nustatyti bandomosios
cheminés medziagos kiekj bandomuosiuose tirpaluose ir kurio tikslumo lygis bei aptikimo
riba biity zinomi ir paskelbti. Vandenyje tirpias bandomasias chemines medziagas galima
iStirpinti skiedimo vandens alikvotinése dalyse iki tokios koncentracijos, kad jas bty
galima ] pratekamaja sistema tiekti tikslinés bandymui naudojamos koncentracijos. Kai
cheminés medziagos yra skystos arba kietos kambario temperatiiroje ir vidutiniskai tirpios
vandenyje, gali reikéti naudoti skys¢io ir skysCio arba skysCio ir kietosios medZiagos
sotintuvus (pvz., stiklo pluosto kolonélg) (19). Nors labai hidrofobiskas bandomasias
chemines medziagas taip pat gali biiti jmanoma dozuoti per pasarg, iki Siol turima nedaug
patirties, susijusios su tokio poveikio biido naudojimu per §j tyrimg.

Pasirinkty koncentracijy bandymo tirpalai ruoSiami skiedZiant pradinj tirpalg. Pradinj
tirpalg patartina ruoSti paprasCiausiai sumaiSant arba suplakant bandomgja cheming
medziagg su skiedimo vandeniu mechaninémis priemonémis (pvz., maiSykle ir (arba)
ultragarsu). Tinkamos koncentracijos pradiniam tirpalui ruosti galima naudoti prisotinimo
kolonéles ar sistemas arba pasyviojo dozavimo metodus (20). Patartina naudoti bandymo
sistemg be pagalbinio tirpiklio, tadiau jvairios bandomosios cheminés medziagos turi
skirtingy fizikiniy ir cheminiy savybiy, dél kuriy tikriausiai reikes skirtingais buidais ruosti
vandenj cheminés medziagos bandymui. Reikéty stengtis, kiek tik jmanoma, nenaudoti
tirpikliy ar neSikliy, nes: 1) kai kurie tirpikliai patys gali buiti toksiski ir (arba) sukelti
nepageidaujamus ar netikétus atsakus, 2) kai bandomyjy cheminiy medziagy
koncentracijos vir§ija jy tirpumo vandenyje geba (taip gali daznai nutikti naudojant
tirpiklius), gali buti netiksliai nustatytos efektyviosios jy koncentracijos, 3) per ilgesnj
laikg trunkancius bandymus naudojami tirpikliai gali paskatinti nemaza biologinés
pléveles, susijusios su mikroorganizmy aktyvumu, susidaryma, ir tai gali paveikti aplinkos
salygas ir gebéjimg palaikyti tinkamas poveikio koncentracijas, ir 4) kai néra ankstesniy
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duomeny, kuriais biity patvirtinta, kad atitinkamas tirpiklis nedaro poveikio tyrimo
rezultatui, naudojant tirpiklius reikia tirpiklio kontrolinio bandinio, o tai turi reikSminga
poveik] gyviiny gerovei, nes bandymui atlikti reikia daugiau gyviiny. Tiriant chemines
medziagas, kuriy bandymus atlikti sunku, galima naudoti tirpiklj, kai néra kitos iSeities, ir
reikéty nustatyti geriausig metoda remiantis EBPO rekomendaciniu dokumentu dél sunkiai
tiriamy medZziagy ir miSiniy toksiSkumo vandens organizmams bandymy (angl. Guidance
Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and Mixtures) (21). Tirpiklio
pasirinkimas priklauso nuo bandomosios cheminés medziagos cheminiy savybiy ir nuo to,
ar yra ankstesniy to tirpiklio kontroliniy duomeny. Jei néra ankstesniy duomeny, tirpiklio
tinkamuma reikéty jvertinti prie§ atliekant galutinj tyrimg. Tuo atveju, kai tirpiklio
naudojimas neiSvengiamas ir dél to padidéja mikroorganizmy aktyvumas (susidaro
biologiné plével¢), rekomenduojama uzraSyti ir ataskaitoje pranesti biologinés plévelés
susidarymo kiekviename inde duomenis per visg bandyma (bent kas savaite). Geriausia yra
palaikyti pastovig tirpiklio koncentracija tirpiklio kontroliniame bandinyje ir visuose
bandomosios medziagos bandiniuose. Jei tirpiklio koncentracija néra pastovi, didziausia
tirpiklio koncentracija, esanti bandinyje su bandomaja medziaga, turéty biiti naudojama ir
tirpiklio kontroliniame bandinyje. Tais atvejais, kai naudojamas tirpiklis-neSiklis,
didziausios tirpiklio koncentracijos neturéty virSyti 100 pl/l ar 100 mg/l (21) ir
rekomenduojama palaikyti kuo mazesng tirpiklio koncentracija (pvz., <20 ul/l), kad biity
1Svengta galimo tirpiklio poveikio matuojamoms vertinamosioms baigtims (22).

Bandomieji gyviinai

Bandomoji risis
22. Bandomoji rasis yra X. laevis, nes: 1) S$ios rii§ies gyviinai yra jprastai auginami
laboratorijose visame pasaulyje, 2) juos lengva gauti i§ komerciniy tiekéjy ir 3) galima
nustatyti jy geneting lytj.

Suaugusiy gyviiny prieZiiira ir veisimas
23. X. laevis tinkama prieZilra ir veisimas yra apraSyti standartizuotose gairése (23). X. laevis
laikyma ir priezilirg taip pat apraS¢ Read (24). Siekiant paskatinti veisimasi, suaugusiy
pateliy ir patiny 3-5 poroms atlickama Zzmogaus chorioninio gonadotropino (hCGQG)
injekcija | pilvo ertme. Pateléms ir patinams jSvirk§€¢iama, pvz., atitinkamai apie 800—
1000 TU 1ir 500-800 IU hCG, istirpinto 0,6-0,9 % fiziologiniame tirpale (arba varléms
skirtame Ringer’io tirpale — izotoniniame druskos tirpale, skirtame naudoti varliagyviams;
www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR.html). ISvirks§c¢iami
kiekiai turéty biti apie 10 pl vienam kiino masés gramui (~1 000 pl). Véliau, paskatinus
veisimasi, veislinés poros laikomos dideliuose induose, netrikdomos ir nekintamomis
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salygomis, kad buty skatinamas apglébimas. Kiekvieno veisimo indo dugne turéty buti
antras dugnas i$ nertdijanciojo plieno tinklo (pvz., su 1,25 cm dydzio akutémis), per kurj
ikrai nukristy j indo dugng. Jei hCG injekcija varléms atlickama vélyva popietg, jos
paprastai padeda dauguma ikry iki kitos dienos vélyvo ryto. Kai iSleidziama ir apvaisinama
pakankamai ikry, suaugusius gyviinus reikéty iSimti i§ veisimo indy. Tada ikrai surenkami
ir gleiviy apvalkalai pasalinami apdorojant L-cisteinu (23). Reikéty paruosti 2 % L-cisteino
tirpalg ir jo pH patikslinti iki 8,1, pridedant 1 M NaOH. Sio 21 °C temperatiiros tirpalo
ipilama 1 500 ml tiirio kuging kolba, i1 kurig sudéti vienos vados ikrai, ir atsargiai
pamaiSoma sukant kolbg 1-2 minutes, o tada ikrai 6—8 kartus kruopsc¢iai nuplaunami
kulttros auginimo vandeniu (21 °C temperatiiros). Tada ikrai perkeliami | kristalizatoriy ir
patikrinama, ar >70 % 1§ jy yra gyvybingi, embriony anomalijos minimalios ir juose
matomas lagsteliy dalijimasis.

BANDYMO PLANAS

Bandomosios medZiagos koncentracijos vertés

24.

25.

Rekomenduojama naudoti maziausiai keturias bandomosios cheminés medziagos
koncentracijas ir tinkamus kontrolinius bandinius (jskaitant, jei reikia, tirpiklio
kontrolinius bandinius). Apskritai patartina, kad skirtumas tarp koncentracijos verciy
(skirtumo koeficientas) biity ne didesnis kaip 3,2.

Atliekant §; bandymg reikéty, kiek jmanoma, naudotis ankstesniy varliagyviy tyrimy
rezultatais nustatant didziausig bandomosios medZiagos koncentracijg, siekiant nesirinkti
tokiy koncentracijy, kurios yra pernelyg toksiskos. Nustatyti Sig koncentracijos vertg gali
padéti informacija, gauta, pavyzdziui, 1§ kiekybiniy medziagos struktiiros ir savybiy rysiy
tyrimy, pagal analogijos metoda ir i§ ankstesniy varliagyviy tyrimy duomeny, kaip antai
Varliagyviy metamorfozés tyrimo (bandymo metodas C.38) (25) ir Varliy embriony
teratogenezes tyrimo (Xenopus) (23) ir (arba) bandymy su Zuvimis — tokiy bandymy
metody kaip C.48, C.41 ir C.49 (26) (27) (28). Pries atlieckant LAGDA tyrimg galima
atlikti intervalo nustatymo bandymg. Veikimg bandomgja medziaga, siekiant nustatyti jos
koncentracijos verciy intervalg, rekomenduojama pradéti per 24 valandas po apvaisinimo ir
testi 7-14 dieny (arba, jei reikia, ilgiau), o bandomosios medziagos koncentracijos vertés
nustatomos tokios, kad skirtysi ne daugiau kaip 10 karty. Intervalo nustatymo bandymo
rezultatai turéty padéti nustatyti didziausiag bandomosios medziagos koncentracija per
LAGDA bandyma. Isidémétina, kad jei reikia naudoti tirpiklj, atliekant intervalo
nustatymo tyrimg galima kartu nustatyti ir tirpiklio tinkamuma (t. y. ar jis gali turéti
poveikj tyrimo rezultatui).
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Kartotiniai bandiniai bandomosiose grupése ir kontrolinése grupése

26. Turéty biti naudojami ne maziau kaip keturi kiekvienos bandomosios medZziagos
koncentracijos kartotiniy bandiniy indai ir ne maziau kaip aStuoni kartotiniai bandiniai
kontrolinése grupése (ir, jei reikia, tirpiklio kontrolinis bandinys), t. y. kartotiniy bandiniy
skai¢ius kontrolinéje grupéje ir bet kokio tirpiklio kontrolingje grupé€je turéty biiti dukart
didesnis nei kartotiniy bandiniy skaiCius kiekvienoje bandomojoje grupéje, kad biity
uztikrinta reikiama statistiné galia. Kiekviename kartotiniame bandinyje turéty biiti ne
daugiau kaip 20 gyviiny. Minimalus naudojamy gyviiny skaicius biity 15 (5 gyvinai, skirti
NF 62 vystymosi stadijos poéminiui, ir 10 jaunikliy), ta¢iau papildomy gyviny j kiekviena
kartotinj bandinj jdedama siekiant atsizvelgti | galimg gaiStamuma, kad bity iSlaikytas
biitinas skaicius — 15.

PROCEDURA

Tyrimo apZvalga

27. Tyrimas pradedamas naudojant naujai iSnerstus (NF 8—10 vystymosi stadijy) embrionus ir
tesiamas vystantis jaunikliams. Gyviinai kasdien patikrinami, ar nenugaiSo ir ar néra
nejprasto elgesio pozymiy. Pasiekus NF 62 vystymosi stadija paimamas lervy poéminis
(iki 5 gyviny i§ kiekvieno kartotinio bandinio) ir iStiriamos jvairios vertinamosios baigtys
(1 lentel¢). Po to, kai visi gyviinai pasiekia NF 66 vystymosi stadija, t.y. baigiasi
metamorfozeé (arba praeina 70 dieny nuo tyrimo pradzios, priklausomai nuo to, kas jvyksta
anksCiau), numarinama dalis atsitiktine tvarka atrinkty gyviiny (neimant poéminiy),
sumazinant jy skai¢iy (iki 10 kiekviename inde) (zZr. 43 punktg), o like gyvinai toliau
veikiami bandomgja medZiaga iki praeina 10 savai¢iy po vidutinio (medianinio) laiko
tarpsnio, kuriuo pasiekta NF 62 vystymosi stadija kontrolinéje grupéje. Baigiant bandyma
(imant jaunikliy éminius) atlieckami papildomi matavimai (1 lentel¢).

Veikimo bandomaja chemine medzZiaga salygos

28. Visi bandymo parametrai iSsamiai iSdéstyti 3 priedélyje. Veikimo bandomgja medziaga
laikotarpiu turéty biiti kiekvieng dieng matuojamas bandymo tirpaluose iStirpes deguonis,
Jjy temperatiira ir pH. Vandens laidis, Sarmingumas ir kietumas matuojami kartg per
ménesj. Matuojant vandens temperatiira bandomuosiuose tirpaluose, skirtumai tarp vienos
grupés kartotiniy bandiniy ir tarp bandomyjy grupiy (per vieng dieng) neturéty biiti didesni
nei 1,0 °C. Be to, matuojant bandomuyjy tirpaly pH, skirtumai tarp vienos grupés kartotiniy
bandiniy ir tarp bandomyjy grupiy neturéty biti didesni nei 0,5.

29. Bandymo indus galima kasdien iSvalyti sifonu, pasalinant nesuvartota pasarg ir Salinimo
produktus; reikia tai daryti atsargiai, kad nebiity kryZminio uZterSimo tarp indy. Reikia su
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gyvinais elgtis atsargiai, kad jie patirty kuo maziau streso ir traumy, ypac kai jie
perkeliami ir tvarkomi ir kai valomi akvariumai. Reikéty vengti stresg kelianciy salygy
arba veiksmy, pvz., didelio ir (arba) nuolatinio triukSmo, akvariumy tap$nojimo, virpesiy
inde.

Veikimo bandomgja chemine medziaga trukmé

30. Veikti bandomaja medziaga pradedami naujai iSnerSti (NF 8—10 stadijy) embrionai ir tai
tesiama iki praecina deSimt savaiCiy po vidutinio (medianinio) laiko tarpsnio, kuriuo
pasiekta NF 62 vystymosi stadija (<45 dienos nuo tyrimo pradzios) kontrolinéje grupg¢je.
Bendra LAGDA tyrimo trukmé yra 16 savaiciy (daugiausia 17 savaiciy).

Tyrimo pradzia

31. Pradedant tyrimg turéty biiti naudojami motininiai gyviinai, kurie jau patikrinti ir jsitikinta,
kad jy palikuonys gali buti genetiSkai diferencijuojami pagal lyti (5 priedélis). Po
suaugusiy gyviiny nerSto embrionai surenkami, apdorojami cisteinu, paSalinant gleiviy
danga, ir atliekamas jy gyvybingumo atrankinis patikrinimas (23). Apdorojimas cisteinu
palengvina embriony tvarkyma per $j patikrinimg — jie nelimpa prie pavirSiy. Atrankinis
patikrinimas atlickamas naudojant stereomikroskopa, negyvybingus embrionus pasalinant
tinkamo dydZio pipete. Patartina bandymui naudoti vienos vados embrionus, kuriy
gyvybingumas didesnis nei 70 %. NF 8—10 vystymosi stadijos embrionai atsitiktine tvarka
paskirstomi j cheminés medziagos poveikio bandymo indus, kuriuose yra tinkamas tiiris
skiedimo vandens; galiausiai kiekviename inde turi biiti po 20 embriony. Per §j perkélima
embrionai turéty biiti tvarkomi atsargiai, kad stresas biity kuo mazesnis ir biity iSvengta
suzalojimy. Pra¢jus 96 valandoms po apvaisinimo, buozgalviai turéty biiti pakile aukStyn
vandens sluoksnyje ir pradéj¢ prikibti prie indo sieneliy.

Sérimo reZimas

32. PaSaro ir $érimo normos keitimas jvairiose X. laevis gyvenimo stadijose yra labai svarbus
LAGDA protokolo aspektas. Besaikis Sérimas lervy stadijoje paprastai sukelia daZznesng ir
sunkesne¢ skoliozg (8 priedélis) ir to reikéty vengti. Ir prieSingai, nepakankamas $érimas
lervy stadijoje lemia labai nevienoda kontroliniy gyviiny vystymosi spartg, ir tai gali
sumazinti statisting galig ar iSkreipti bandymo rezultatus. 4 priedélyje pateiktas
rekomenduojamas X. /laevis lervy ir jaunikliy S$érimo racionas ir S§€rimo rezimai
pratekamosios sistemos sglygomis, taCiau galima rinktis ir kitokias alternatyvas, jei
bandomieji organizmai pakankamai gerai auga ir vystosi. Isidémeétina, kad jei matuojamos
konkreciai su endokrinine sistema susijusios vertinamosios baigtys, pasare neturéty buti
endokrining sistemg veikianciy medziagy, tokiy kaip sojy miltai.
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Lervy Sérimas

33. Rekomenduojamas lervy paSaras susideda 1§ upétakiy pradiniy paSary, granuliuoty
Spirulina dumbliy ploksteliy ir auksinéms Zuveléms Serti skirty dribsniy (pvz., TetraFin®
dribsniy, gamintojas ,,Tetra®, Vokietija), suplakty auginimo (arba skiedimo) vandenyje iki
vientisos masés. Siuo miginiu Seriama tris kartus per dieng darbo dienomis ir karta per
dieng savaitgaliais. Buozgalviai taip pat Seriami gyvais siiriavandeniy kreveciy
Artemia spp. 24 valandy amziaus nauplijais dukart per dieng darbo dienomis ir kartg per
dieng savaitgaliais, pradedant 8 dieng po apvaisinimo. Lervy $érimas, kuris turéty biiti
nuoseklus kiekviename bandymo inde, turéty biiti toks, kad bandomieji gyviinai galéty
tinkamai augti ir vystytis, taigi biity uztikrintas tyrimo rezultaty atkuriamumas ir
perkeliamumas: 1) vidutiné (medianing) trukme iki NF 62 vystymosi stadijos kontrolinése
grupése turéty buti <45 dienos, ir 2) rekomenduojama vidutiné NF 62 stadijos gyviny
masé kontrolinése grupése yra 1,0 £0,2 g.

Jaunikliy sérimas

34. Po to, kai baigiasi metamorfoze, Sérimo raciong sudaro auksciausios rusies grimztantis
varliy pasaras, pvz., ,,Sinking Frog Food -3/32* (gamintojas ,,Xenopus Express*, Florida,
JAV) (4 priedélis). Maziems varliukams (ankstyvos stadijos jaunikliams) pasaro granulés
trumpai malamos kavos maltunéliu, trintuvu ar sugriidamos griistuvéje, kad biity mazesnés.
Kai jaunikliai jau yra pakankamai dideli, kad suvartoty nesmulkintas granules, jy malti ar
griisti nebereikia. Gyvinai turéty biiti Seriami kartg per para. Jaunikliai turéty biiti Seriami
taip, kad jy organizmai galéty tinkamai augti ir vystytis: rekomenduojama kontrolinés
grupés jaunikliy vidutiné masé tuo metu, kai baigiamas tyrimas, yra 11,5+ 3 g.

Cheminé analizé

35. Pries pradedant tyrimg reikéty nustatyti bandomosios cheminés medziagos stabilumg (pvz.,
tirpuma, skaidumg ir lakuma) ir visus reikiamus analizés metodus, pvz., remiantis turima
informacija arba Ziniomis. Dozuojant bandomaja medziaga per skiedimo vandenj,
rekomenduojama prie§ pradedant bandyma iSanalizuoti bandymo tirpalus i§ kiekvienos
koncentracijos kartotinio bandinio indo, patikrinant sistemos veikimg. Veikimo bandomaja
medziaga laikotarpiu tinkamais intervalais nustatomos bandomosios cheminés medZiagos
koncentracijos, geriausia kas savait¢ bent viename kiekvienos bandomosios grupés
kartotiniame bandinyje, kas savait¢ renkantis tikrinti vis kitg kartotinj bandinj toje pacioje
bandomojoje grupéje. Rekomenduojama rezultatus pagristi iSmatuotomis koncentracijos
vertémis. Taciau jei per visg bandyma bandomosios cheminés medziagos koncentracija
tirpale buvo tinkamai palaikoma +20 % nominaliosios koncentracijos tikslumu, bandymo
rezultatus galima pagrjsti nominaliosiomis arba iSmatuotomis vertémis. Be to, iSmatuoty
bandomosios medziagos koncentracijos ver¢iy variacijos koeficientas (VK) visu bandymo
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laikotarpiu kiekvienos koncentracijos bandomojoje grup¢je turéty biiti 20 % arba mazesnis.
Kai iSmatuotosios koncentracijos nepatenka ; 80-120 % nominaliosios koncentracijos
verCly intervalg (pavyzdziui, kai bandomos labai biologiskai skaidzios ar lengvai
susigeriancios cheminés medziagos), poveikio koncentracijos per pratekamosios sistemos
bandymus turéty biiti nustatomos ir iSreiSkiamos pagal viduting koncentracijg (aritmetinj
vidurkj).

36. Skiedimo vandens ir pradinio tirpalo srautai turéty biti tikrinami tinkamais intervalais
(pvz., tris kartus per savaitg) visu veikimo bandomaja medziaga laikotarpiu. Tais atvejais,
kai cheminiy medziagy nejmanoma aptikti esant kai kurioms arba visoms nominaliosioms
ju koncentracijos vertéms (pvz., dél greito irimo ar susigérimo bandymo induose arba dél
reikSmingo cheminés medZziagos kaupimosi veikiamy gyviiny organizmuose),
rekomenduojama atitinkamai pritaikyti bandymo tirpalo atnaujinimo daznj kiekvienoje
bandymo kameroje, kad bandymo koncentracijos bty kuo pastovesnés.

Stebéjimai ir vertinamyjy baigciy matavimai

37. Vertinamosios baigtys, vertinamos veikimo bandomagja medziaga laikotarpiu, yra tos,
kurios parodo toksiSkuma, jskaitant gaiStamuma, elgesio anomalijas, kaip antai klinikinius
ligos poZymius ir (arba) bendraji toksiSkuma, ir augimo parametrai (ilgis ir mas¢), taip pat
patologinés vertinamosios baigtys, kurios gali atitikti ir bendrajj toksiSkuma, ir
endokrininius poveikio budus per estrogeny, androgeny ar skydliaukés valdomus
mechanizmus. Be to, baigiant tyrimg galima, jei norima, iSmatuoti VTG koncentracijg
kraujo plazmoje. ISmatuoti VTG gali buti naudinga siekiant suprasti tyrimo rezultaty rys;
su endokrininio poveikio mechanizmais, budingais jtariamoms endokrining sistemg
ardan¢ioms cheminéms medZiagoms. Vertinamosios baigtys ir matavimy laikas
apibendrinti 1 lenteléje.

1 lentelé. LAGDA vertinamyjy baig¢iy apzvalga

Kiekvi Tarpinis éminiy Bandymo
Vertinamosios baigtys* lexviena émimas uzbaigimas
dieng f
(lervy éminiai) (jaunikliy éminiai)
GaiStamumas ir anomalijos X
Trukmé iki NF 62 stadijos X
Histo(pato)logija (skydliaukés) X
Morfometrija (augimas: masés ir ilgio X X
duomenys)
Kepenu somatinis indeksas (LSI) X
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Genetinis / fenotipinis ly¢iy santykis X
Histopatologija (lytiniy liaukuy, X
reprodukciniy lataky, inksty ir

kepenu)

Vitelogeninas (VTG) (nebiitinai) X

* Visos vertinamosios baigtys statistiskai analizuojamos.

GaiStamumas ir kasdieniai stebéjimai

38.

39.

Visi bandymo indai turéty buti kiekvieng dieng tikrinami, ar néra nugaiSusiy gyviny, ir
uzrasomas jy skaicius kiekviename inde. Aptiktus negyvus gyviinus reikéty iSkart paSalinti
i§ bandymo indo. Negyvi gyvinai turéty buti suklasifikuoti pagal vystymosi stadija:
ankstesné nei NF 58 stadija (iki priekiniy galtiniy pasirodymo), NF 58—62 stadijos, NF 63—
66 stadijos (nuo NF 62 stadijos iki visiSko uodegos iSnykimo) ar vélesné nei NF 66 stadija
(po lervy stadijos pabaigos). Didesnis nei 20 % gaiStamumas gali reikSti netinkamas
bandymo salygas arba pernelyg toksiSka bandomosios cheminés medziagos poveiki].
Gyviinai paprastai yra jautriausi su cheminiy medziagy poveikiu nesusijusiems
gaiStamumo veiksniams per pirmas kelias vystymosi dienas po ikry iSner§imo ir per
metamorfozés kulminacijg. Toks gaiStamumas gali biiti aiskus i$ kontroliniy duomeny.

Be to, reikéty uzraSyti pastabas apie bet kokj pastebéta nejprasta elgesj, aiSkiai matomus
vystymosi defektus (pvz., skoliozg) ar suzalojimus. Pastebétus skoliozés atvejus reikéty
suskaiciuoti (daznj) ir jvertinti balais pagal sunkuma (pvz., neZymi — N, minimali — 1,
vidutiné — 2, sunki — 3; Zr. 8 priedél}). Reikéty stengtis uztikrinti, kad vidutinés ir sunkios
skoliozés daznis biity nedidelis (pvz., mazesnis nei 10 % kontrolinése grupése) per visa
tyrima, nors kai kontrolinése grupése yra daugiau anomalijy, tai ne visada yra pakankama
prieZastis nutraukti bandyma. Normaliam lervos stadijos gyviiny elgesiui biidinga tai, kad
jie kybo vandens sluoksnyje, uodega laikydami aukS$¢iau galvos, reguliariai ir ritmiSkai
judina uodega, periodiskai pakyla j pavirsiy, judina Ziauny dangtelj ir reaguoja i dirgiklius.
Nenormalaus elgesio pozymiai biity, pvz., pliduriavimas pavirsiuje, gul¢jimas indo dugne,
aukStielninkas arba nejprastas plaukimas, retas pakilimas ] pavirS§iy ir nereagavimas |
dirgiklius. Stebint gyviinus po metamorfozés, kartu su minétomis elgesio anomalijomis
reikéty uzraSyti, kada labai skiriasi pasaro kiekiy suvartojimas jvairiose bandomosiose
grupése. Prie dideliy vystymosi defekty ir suzeidimy galima priskirti, be kita ko,
morfologinius iSsigimimus (pvz., galiniy deformacijg), kraujuojancias zaizdas, pilvo
edemg ir bakterines arba grybelines infekcijas. Jei ant jaunikliy galvy (uz Snerviy) yra
zaizdy, tai gali bati pozymis, kad drégnumo lygis yra nepakankamas. Sie nustatomi
poZymiai yra kokybiniai ir juos reikéty laikyti panaSiais j klinikinius ligos ar streso
poZymius ir lyginti su kontroliniais gyvinais. Jei $ie reiSkiniai yra daZnesni induose su
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chemine medziaga negu kontroliniuose induose, reikéty tai suprasti kaip aiSkaus
toksiSkumo jrodyma.

Lervy poéminis

Lervy poéminiy émimo eiga

40. NF 62 vystymosi stadijg pasiek¢ buozgalviai turéty buti iSimami i§ indy ir panaudojami

41.

éminiams, arba perkeliami, kad biity galima pradéti kita veikimo bandomgja medziaga
etapg naujame inde, arba fiziSkai atskiriami nuo likusiy buozgalviy tame paciame inde
naudojant pertvarg. BuoZgalviai kasdien tikrinami ir uzraSoma, kurig tyrimo dieng
kiekvienas buozgalvis pasiekia NF 62 vystymosi stadija. Pagrindinis skiriamasis bruoZzas,
kuriuo grindziamas S§is vertinimas, yra galvos forma. Kai galva sumazéja tiek, kad
apzitrint atrodo mazdaug tokio paties plocio kaip buozgalvio kiinas, o priekinés galiinés
yra ties Sirdies viduriu, tas individas skai¢iuojamas kaip pasiekes NF 62 stadija.

Tikslas yra paimti éminiams i§ viso penkis NF 62 stadijos buozgalvius i§ kiekvieno
kartotinio bandinio indo. Tai turéty buti daroma visiSkai atsitiktine tvarka, taciau
sprendimas dél to priimamas i§ anksto. Kartotinio bandymo indo galimas pavyzdys
pateiktas 1 diagramoje. Jei konkreCiame inde bty 20 iSgyvenusiy buozgalviy, pirmajam
individui pasiekus NF 62 stadija, reikéty atsitiktine tvarka pasirinkti penkis skaicius i§ 1—
20. 1-asis buozgalvis yra pirmasis NF 62 stadija pasiekes individas, o 20-asis buozgalvis —
individas, kuris paskutinis pasiek¢ NF 62 stadija tame inde. Pana$iai ir kai inde yra 18
iSgyvenusiy lervy, reikéty pasirinkti penkis atsitiktinius skaicius i§ 1-18. Reikéty atlikti Sig
atranka kiekviename kartotinio bandinio inde tada, kai pirmasis bandymui naudojamas
individas pasiekia NF 62 stadijg. Jei imant NF 62 stadijos éminius yra nugaiSusiy gyviiny,
likusius éminius reikia i§ naujo perskirstyti atsitiktine tvarka pagal tai, kiek yra likusiy
<NF 62 stadijos lervy ir kiek dar éminiy reikia paimti, kad i§ to kartotinio bandinio bty
gauti 1§ viso penki éminiai. Tq dieng, kai buozgalvis pasiekia NF 62 vystymosi stadija,
remiantis parengta éminiy émimo lentele, nustatoma, ar ta individg reikia panaudoti
éminiams, ar fiziSkai atskirti nuo likusiy buoZgalviy tolesniam veikimui bandomaja
medziaga. Pateiktame pavyzdyje (1 diagrama) pirmasis individas, pasiekes NF 62 stadija
(t. y. l-asis langelis), fiziskai atskiriamas nuo kity lervy, toliau veikiamas bandomagja
medziaga ir uzraSoma, kurig tyrimo dieng tas individas pasieké NF 62 stadijg. Véliau 2-asis
ir 3-iasis individai tvarkomi taip pat kaip ir 1-asis, o po to 4-asis individas paimamas
éminiams dél augimo ir skydliaukés histologiniam tyrimui (pagal §j pavyzdj). Si procediira
tesiama iki tol, kol 20-asis individas perkeliamas kartu su likusiais NF 62 stadija
pasiekusiais individais arba paimamas éminiams. Naudojama atrankos atsitiktine tvarka
procediira turi buti tokia, kad kiekvieno bandomojo organizmo iSrinkimo tikimybé biity
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vienoda. Tai galima pasiekti taikant bet kokj randomizavimo metoda, bet taip pat per NF
62 stadijos poéminiy émimo laikotarpj kuriuo nors metu reikia kiekvieng buozgalvj pagauti
tinklu.

1 diagrama. NF 62 stadijos éminiy émimo i§ vieno kartotinio bandinio indo eiga (hipotetinis pavyzdys).

Laikas

N
7

Vienas kartotinio bandinio indas — nugaisusiy gyviny néra

1|12 (3456|718 |9|10(11(12(13|14|15|16|17|18|19(20

Pavienés lervos Poéminis

42. 18 lervy poéminio gaunamos §ios vertinamosios baigtys: 1) trukme iki NF 62 stadijos (t. y.
kiek dieny praéjo nuo apvaisinimo iki pasiekta NF 62 stadija), 2) iSorinés anomalijos,
3) morfometriniai parametrai (pvz., mase ir ilgis) ir 4) skydliaukeés histologiniai duomenys.

Humaniskas buozgalviy numarinimas
43. Imant poéminj, NF 62 stadijos buozgalviai (5 individai i§ kiekvieno kartotinio bandinio)
turéty biiti numarinami 30 minuciy panardinant j anestetiko tirpalo (pvz., MS-222, trikaino
metansulfonato, CAS.886-86-2, 0,3 % tirpalo) tinkama kiekj (pvz., 500 ml). MS-222
tirpalas turéty biti paruoStas naudojant buferj — natrio hidrokarbonata, kad pH biity apie
7,0, nes MS-222 tirpalas be buferio yra riigStus ir dirginantis varliy oda, todél prastai
jsigeria ir sukelia nereikalinga papildoma stresg organizmams.

44. Naudojant tinklinj graibstelj, buozgalvis iSimamas i§ bandymo kameros ir perkeliamas
(jleidZiamas) ] numarinimo tirpalg. Gyviinas yra tinkamai numarintas ir paruoStas
skrodimui, kai nebereaguoja ] iSorinius dirgiklius, pavyzdziui, } uZpakalinés galiinés
suspaudima Znyplelémis.

Morfometriniai parametrai (masé ir ilgis)

45. Kiekvieno buozgalvio Slapio kiino mas¢ (miligramo tikslumu) ir ilgj nuo snukio iki
1Seinamosios angos (0,1 mm tikslumu) reikéty iSmatuoti iSkart po to, kai jis nebereaguoja
po anestetiko poveikio (2a diagrama). Galima, naudojant vaizdo analizés programing
jranga, ilg] nuo snukio iki iSeinamosios angos iSmatuoti 1§ nuotraukos. Prie§ sveriant
buozgalvius reikéty juos nusausinti sugeriamuoju popieriumi, pasalinant likusio vandens
pertekliy. Po kiino dydzio (masés ir ilgio nuo snukio iki iSeinamosios angos) matavimy
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reikéty uzraSyti arba pazyméti bet kokias dideles morfologines anomalijas ir (arba)
klinikinius toksiSkumo pozymius, tokius kaip skoliozé (zr. 8 priedélj), petechijos ir
kraujavimas, ir rekomenduojama tai uzraSyti skaitmeniniuose dokumentuose. Petechijos
yra mazos raudonos arba purpurinés kraujosruvos odos kapiliaruose.

Audinio paémimas ir uzfiksavimas

46. Lervy poéminio skydliaukés paimamos histologiniam tyrimui. Apatiné kiino dalis Zemiau
priekiniy galtiniy atskiriama ir paSalinama. Taip sutrumpinta skerdena uZzfiksuojama
Davidson’o fiksatoriumi. Fiksatoriaus turis inde turéty buti bent 10 karty didesnis nei
apytikris audiniy turis. Fiksatoriy reikéty tinkamai maiSyti arba palaikyti jo cirkuliacija,
kad reikiami audiniai bty tinkamai uzfiksuoti. Visi audiniai laikomi Davidson’o
fiksatoriaus tirpale maziausiai 48 valandas, bet ne ilgiau kaip 96 valandas, o tada
nuplaunami dejonizuotu vandeniu ir laikomi 10 % neutraliame buferizuotame formalino
tirpale (1) (29).

Skydliaukés histologinis tyrimas
47. Kiekviename lervy poéminyje (i$ fiksuoty audiniy) histologiskai jvertinamos skydliaukeés,
t. y. atlickama diagnostika ir poveikio stiprumo laipsnio nustatymas (29) (30).

2 diagrama. Gairés vertinant ilgj nuo snukio iki iSeinamosios angos per LAGDA tyrima: a) NF 62 stadijos
ir b) ir jaunikliy varliy. NF 62 stadijos (a) skiriamieji bruozai: galva tokio paties plocio kaip kiinas, uoslés
nervo ilgis trumpesnis negu uodziamojo stormens skersmuo (vaizdas i§ nugaros pusés), o priekinés galiinés
yra ties $irdimi (vaizdas i$ pilvo pusés). Vaizdai pritaikyti i§ Nieuwkoop ir Faber (1994).

a) lervos poéminis (NF 62 stadijos) b) jauniklio éminys

llgis nuo snukio iki
iseinamosios angos |

A
¥
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Lervy veikimo bandomaja medZiaga laikotarpio pabaiga

48. Atsizvelgiant | pradin] buozgalviy skaiciy, tikétina, kad bus nedidelé procentiné dalis
individy, kurie normaliai nesivystys ir nebaigs metamorfozés (NF 66 stadijos) tinkamu
laiku. Veikimas bandomaja medziaga lervy stadijoje turéty trukti ne ilgiau kaip 70 dieny.
Bet kokie Sio laikotarpio pabaigoje lik¢ buozgalviai turéty biiti numarinti (Zr. 43 punktg),
iSmatuota jy Slapio kiino masé¢ ir ilgis nuo snukio iki iSeinamosios angos, nustatyta
vystymosi stadija pagal Nieuwkoop ir Faber (1994) ir uzraSytos pastabos apie bet kokias
vystymosi anomalijas.

Gyviiny skai¢iaus sumazinimas po NF 66 stadijos

49.Nuo NF 66 stadijos (visiSko uodegos iSnykimo) iki bandymo pabaigos kiekviename
bandymo inde turéty biiti toliau laikoma 10 individy. Todé¢l po to, kai visi gyviinai pasiekia
NF 66 stadija, arba po 70 dieny (priklausomai nuo to, kas jvyksta anksc¢iau), jy skaiciy
reikéty sumazinti. Gyviinai po NF 66 stadijos, kurie nebus toliau naudojami bandymui,
turéty buti atrinkti atsitiktine tvarka.

50. Gyvunai, nepasirinkti tolesniam veikimui bandomgja medZiaga, yra numarinami
(zr. 43 skirsnj). Atliekamas kiekvieno gyviino vystymosi stadijos nustatymas, Slapio kiino
masés ir ilgio nuo snukio iki iSeinamosios angos (2b diagrama) matavimai ir bendras
skrodimas. Pazymima fenotipiné¢ lytis (pagal lytiniy liauky morfologija) — patelé, patinas ar
neaiski lytis.

Jaunikliy éminiy émimas

Jaunikliy éminiy émimo eiga

51. Like gyviinai skiedimo vandens (ir (arba) tirpiklio, jei tinka) kontrolin¢je grup¢je toliau
veikiami bandomgja medziaga iki praeina 10 savai¢iy po vidutinio (medianinio) laiko
tarpsnio, kuriuo pasiekta NF 62 vystymosi stadija. Veikimo laikotarpio pabaigoje like
gyvinai (ne daugiau kaip 10 varliy i§ kiekvieno kartotinio bandinio) numarinami ir
iSmatuojamos arba jvertinamos ir uZraSomos ]vairios vertinamosios baigtys:
1) morfometriniai parametrai (masé ir ilgis), 2) fenotipinis / genotipinis ly¢iy santykis, 3)
kepeny masé (kepeny somatinis indeksas), 4) histopatologija (lytiniy liauky, reprodukciniy
lataky, kepeny ir inksty) ir (nebiitinai) 5) VTG kraujo plazmoje.

Humaniskas varliy numarinimas
52. Eminiams imami jaunikliai (varlés po metamorfozés) numarinami anestetiko injekcija
(pvz., 10 % MS-222 tinkamame fosfatiniame buferiniame tirpale) i pilvo ertme. Varliy
éminius galima imti po to, kai jos nebereaguoja j dirgiklius (paprastai pra¢jus apie 2 min.
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po injekcijos, jei naudojama 10 % MS-222 dozeé yra 0,01 ml/g varlés kiino masés). Nors
jaunikles varles biity galima panardinti j didesnés koncentracijos anestetiko (MS-222)
tirpalg, 1S patirties zinoma, kad Siuo metodu jy anestezavimas trunka ilgiau ir tokios
trukmés gali nepakakti, kad biity galima paimti éminius. Injekcija yra efektyvus ir greitas
numarinimas prie§ éminiy émimg. Eminiy nereikéty pradéti imti tol, kol nejsitikinta, kad
varlés nebereaguoja i dirgiklius, taigi yra negyvos. Jei yra pozymiy, kad varlés patiria
dideliy kanciy (kurios yra labai didelés ir galima patikimai prognozuoti ziiti), ir jos
laikomos gaiStanciomis, reikéty tuos gyviinus anestezuoti ir numarinti, o per duomeny
analize traktuoti kaip nugaiSusius gyviinus. Kai varlés numarinamos dél liguistumo, reikéty
tai uZraSyti ir praneSti ataskaitoje. Priklausomai nuo to, kuriame tyrimo etape varlé
numarinama, galima pasilikti ja histopatologinei analizei (uzfiksuoti varle, kad biity galima
atlikti tyrimg dél galimos histopatologijos).

Morfometriniai parametrai (masé ir ilgis)
53. Slapio kiino masés ir ilgio nuo snukio iki iSeinamosios angos (2b diagrama) matavimai yra
tokie patys kaip aprasytieji lervy poéminio matavimai.

VTG nustatymas kraujo plazmoje (nebiitinas)
54. VTG yra visuotinai pripazintas estrogeniniy cheminiy medziagy poveikio biologinis
zymuo. Atliekant LAGDA tyrimg galima iSmatuoti VTG plazmoje 1§ jaunikliy éminiy (tai
gali buti ypa¢ aktualu, jei jtariama, kad bandomoji cheminé medZiaga yra estrogenas).

55. Numarinty jaunikliy uZpakalinés galtinés nupjaunamos ir kraujas paimamas heparinizuotu
kapiliariniu vamzdeliu (nors gali biiti tinkami ir alternatyviis kraujo paémimo metodai,
tokie kaip Sirdies punkcija). Kraujas iSleidziamas | mikrocentrifugos mégintuvélj (pvz.,
turéty biti laikomi —70 °C arba Zemesn¢je temperatiiroje. VTG koncentracija plazmoje
galima matuoti imunofermentinés analizés (IFA, angl. ELISA) metodu (6 priedélis) arba
alternatyviu metodu, tokiu kaip mases spektrometrija (31). Patartina d¢l didesnio jautrumo
rinktis konkrecios riiSies antikiinus.

Genetinés lyties nustatymas
56. Kiekvienos jauniklés varlés genetiné lytis jvertinama pagal pozymius, nustatytus
Yoshimoto et al. (11). Siekiant nustatyti geneting lytj, vienos per skrodimg pasalintos
uzpakalinés galiinés dalis (ar visa galiin¢) ar bet koks kitas audinys paimamas ir laikomas
mikrocentrifugos mégintuvélyje (varliy audiniy éminius galima imti i§ bet kurio audinio).
Audinj galima laikyti —20 °C ar Zemesn¢je temperatiiroje iki deoksiribonukleoriigsties
(DNR) i8skyrimo. DNR i§ audiniy galima iSskirti naudojant rinkinius, kuriuos galima
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nusipirkti, o atitinkamo zymens buvimas arba nebuvimas analizuojamas polimerazés
grandininés reakcijos (PGR) metodu (5 priedélis). Apskritai kontroliniy gyviny
histologinés lyties ir genotipo atitiktis tuo metu, kai imami jaunikliy éminiai, kontrolinése
grupése yra didesné nei 95 %.

Audiniy paémimas ir fiksavimas histopatologiniam tyrimui

57. Per galutin] éminiy émima histologinei analizei paimamos lytinés liaukos, reprodukciniai
latakai, inkstai ir kepenys. Atveriama pilvo ertmé, kepenys iSskrodziamos ir pasveriamos.
Tada i$ apatinés pilvo dalies atsargiai iSimami vir§kinamojo trakto organai (pvz., skrandis,
zarnynas), atidengiant lytines liaukas, inkstus ir reprodukcinius latakus. Bet kokios lytiniy
liauky makroskopinés morfologinés anomalijos turéty buti uzraSytos. Galiausiai reikety
paSalinti uZpakalines gallines, jei jos dar nepaSalintos imant kraujg. Surinktos kepenys ir
skerdena su joje inm situ paliktomis lytinémis liaukomis turéty buti iSkart jdedamos i
Davidson’o fiksatoriy. Fiksatoriaus tiiris inde turéty baiti bent 10 karty didesnis nei
apytikris audiniy tiris. Visi audiniai laikomi Davidson’o fiksatoriaus tirpale maziausiai 48
valandas, bet ne ilgiau kaip 96 valandas, o tada nuplaunami dejonizuotu vandeniu ir
laikomi 10 % neutraliame buferizuotame formalino tirpale (1) (29).

Histopatologinis tyrimas
58. Kiekvienas jauniklio €éminys jvertinamas histologiSkai, ar néra patologijy lytinése liaukose,
reprodukciniuose latakuose, inkstuose ir kepeny audinyje, t. y. atliekama diagnostika ir
poveikio stiprumo laipsnio nustatymas (32). Per §j vertinimg taip pat suZinomas lytiniy
liauky fenotipas (pvz., kiauSidés, séklidés ar hermafroditiniai organai) ir Sie stebéjimai
kartu su individy genetiniais lyties nustatymais gali biiti naudojami apskai€iuojant
fenotipinj / genotipinj lyCiy santykj.

DUOMENU PATEIKIMAS ATASKAITOJE

Statistiné analizé

59. Atliekant LAGDA tyrimg gaunami trijy formy duomenys, kurie turi biiti statistiSkai
analizuojami: 1) kiekybiniai tolydieji duomenys (mase, ilgis nuo snukio iki iSeinamosios
angos, kepeny somatinis indeksas, VTG), 2) laiko iki jvykio duomenys, vertinant
vystymosi sparta (t. y. dienomis nuo tyrimo pradzios iki NF 62 stadijos), ir 3) rangy skalés
duomenys, pateikiami kaip poveikio stiprumo balai ar vystymosi stadijos, nustatytos
histopatologiniais vertinimais.

60. Rekomenduojama taip parengti bandymo plang ir pasirinkti statistinj kriterijy, kad biity
galima pakankamai patikimai nustatyti biologiskai svarbius vertinamyjy baigciy pokycius,
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kai ataskaitoje reikia pateikti NOEC ar ECx. Statistines duomeny analizes (apskritai
atlickamas kartotiniy bandiniy vidurkiy pagrindu) patartina atlikti pagal procediiras,
apraSytas dokumente dél ekotoksiSkumo duomeny statistinés analizés dabartiniy metody
(taikymo gairése) (33). Sio bandymo metodo 7 priedélyje pateikta rekomenduojama
statistinés analizés sprendimy schema ir rekomendacijos, kaip apdoroti duomenis ir kaip
pasirinkti tinkamiausia LAGDA naudoti statistinj kriterijy ar modelj.

61. Jaunikliy éminiy duomenys (pvz., augimo duomenys, kepeny somatinis indeksas) turéty
buti analizuojami atskirai pagal genotiping lytj, nes nustatoma visy varliy genotipiné lytis.

Aktualis duomeny analizés aspektai

Reikalavimy neatitinkanciy kartotiniy bandiniy ir bandomyjy grupiy naudojimas

62. Kai kurie kartotiniai bandiniai ir bandomosios grupés gali nebeatitikti reikalavimy dél per
didelio gaiStamumo, kurio priezastis yra aiSkus toksiSkumas, liga ar techniné klaida. Jei
kuri nors bandomoji grupé nebeatitinka reikalavimy dél ligos ar techninés klaidos, turéty
buti like trys analizei tinkamos reikalavimus atitinkanc¢ios bandomosios grupés su trimis
reikalavimus atitinkanciais kartotiniais bandiniais. Jei aiSkus toksiSkumas paveikia didelés
dozés bandomaja grupe arba grupes, patartina, kad biity galima pateikti analizei bent trijy
doziy bandomasias grupes su trimis reikalavimus atitinkanciais kartotiniais bandiniais
(laikantis  didZiausios  toleruojamos  koncentracijos  (angl. Maximum  Tolerated
Concentration, MTC) metodo pagal EBPO bandymy gaires (34)). Kiti aiSkaus toksiSkumo
pozymiai kartu su gaiStamumu gali buti poveikis elgsenai (pvz., pliduriavimas pavirSiuje,
guléjimas indo dugne, aukstielninkas arba nejprastas plaukimas, retas pakilimas i pavirsiy),
morfologiniai pazeidimai (pvz., kraujuojancios zaizdos, pilvo edema) arba jprasty
maitinimosi reakcijy slopinimas, kokybiniu atzvilgiu lyginant su kontroliniais gyviinais.

Tirpiklio kontrolinis bandinys
63. Baigus bandymg turéty biiti jvertintas galimas tirpiklio (jei jis naudojamas) poveikis. Tai
daroma atliekant tirpiklio kontrolinés grupés ir skiedimo vandens kontrolinés grupés
statistinj palyginimg. Svarbiausios vertinamosios baigtys, | kurias reikia atsizvelgti
atliekant Sig analize, yra augimo parametrai (masé ir ilgis), nes jie gali biiti paveikti
bendrojo toksiSkumo. Jei nustatoma statistiSkai reikSmingy S§iy vertinamyjy baigciy
skirtumy tarp skiedimo vandens ir tirpiklio kontroliniy grupiy, reikéty, vadovaujantis
profesine nuovoka, nuspresti, ar tai kenkia bandymo tinkamumui. Jei abi kontrolinés
grupés skiriasi, cheminés medziagos paveiktas bandomasias grupes reikéty palyginti su
tirpiklio kontroline grupe, nebent biity zinoma, kad geriau atlikti palyginimg su skiedimo
vandens kontroline grupe. Jei néra statistiSkai reikSmingo skirtumo tarp abiejy kontroliniy
grupiy, rekomenduojama bandomosios cheminés medziagos paveiktas bandomasias grupes
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palyginti su jungtinémis (tirpiklio ir skiedimo vandens) kontrolinémis grupémis, nebent
buty Zinoma, kad geriau lyginti tik su skiedimo vandens ar tik su tirpiklio kontroline grupe.

Bandymo ataskaita

64. Bandymo ataskaitoje turéty biiti pateikta Si informacija:

Bandomoji cheminé medziaga:
- fiziné biisena ir, jei tinka, fizikinés ir cheminés savybés.
- Vienkomponenté medziaga:

fiziné iSvaizda, tirpumas vandenyje ir papildomos svarbios fizikinés ir cheminés
savybés;

cheminis identifikavimas, toks kaip IUPAC ar CAS pavadinimas, CAS numeris,
SMILES Zymé¢jimas ar InChl kodas, struktiiriné formulé, grynumas, priemaiSy
cheminé tapatybé (kai tinka ir jei praktiSkai jmanoma) ir kt. (jskaitant bendrosios
organinés anglies kiekj, jei tinka).

- Daugiakomponenté medziaga, UVCB ir miSiniai:
kuo i$samesnis apibudinimas: cheminé tapatybé (Zr. pirmiau), kiekybiné sudétis ir
svarbios sudedamyjy daliy fizikinés ir chemings savybés.

Bandomyjy gyviiny risys:
- mokslinis pavadinimas, padermé (jei Zinoma), gavimo $altinis ir apvaisinty ikry surinkimo
metodas bei vélesnis apdorojimas;

- skoliozés daznis ankstesniuose kontroliniuose bandiniuose 1§ tos naudojamos pradinés
kultiiros.

Bandymo sqlygos:
- apSvietimo laikotarpis (-iai);

- bandymo planas (pvz., kamery dydis, medziaga ir vandens tiiris, bandymo kamery ir
kartotiniy bandiniy skaicius, bandomyjy organizmy skaicius kiekviename kartotiniame
bandinyje);

- pradiniy tirpaly paruo§imo metodas ir atnaujinimo daznumas (reikéty nurodyti tirpiklj ir jo
koncentracijg, kai jis naudojamas);

- bandomosios cheminés medziagos dozavimo metodas (pvz., siurbliai, skiedimo sistemos);
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regeneravimo naSumas pagal §] metoda ir ir nominaliosios bandymui naudojamos
koncentracijos vertés, kiekybinio nustatymo riba, iSmatuoty verciy vidurkiai ir jy
standartiniai nuokrypiai bandymo induose bei metodas, pagal kurj jie nustatyti, taip pat
jrodymas, kad tie matavimai parodo bandomosios cheminés medziagos koncentracijas
realiame tirpale;

skiedimo vandens savybés: pH, kietumas, temperatira, iStirpusio deguonies koncentracija,
bendras chloro kiekis (jei matuojamas), bendras jodo kiekis, bendroji organiné anglis (jei
matuojama), suspenduotos kietosios dalelés (jei matuojamos), bandymo terpés
druskingumas (jei matuojamas) ir bet kokie kiti atlikti matavimai;

nominaliosios bandomosios medZziagos koncentracijos vertés, iSmatuoty verciy vidurkiai ir
Jju standartiniai nuokrypiai;

bandymy induose esancio vandens kokybé, pH, kietumas, temperatiira (matuojama
kasdien) ir iStirpusio deguonies koncentracija;

i$sami informacija apie $érimg (pvz., paSary rasis, Saltinis, duodamas kiekis ir daznis).

Rezultatai:

jrodymai, kad kontroliniai bandiniai atitinka tinkamumo kriterijus;

Sie kontrolinés grupés (ir tirpiklio kontrolinés grupés, kai ji naudojama) bei bandomuyjy
grupiy duomenys: gaiStamumas ir pastebétos anomalijos, trukmeé iki NF 62 stadijos,
skydliaukeés histologinis vertinimas (tik lervy bandinio), augimas (mase ir 1lgis), kepeny
somatinis indeksas (tik jaunikliy bandinio), genetinis / fenotipinis ly¢iy santykis (tik
jaunikliy bandinio), lytiniy liauky, reprodukciniy lataky ir kepeny histopatologinio
vertinimo rezultatai (tik jaunikliy bandinio) ir VTG kraujo plazmoje (tik jaunikliy
bandinio, jei nustatomas);

statistinés analizés metodas ir duomeny apdorojimas (taikytas statistinis kriterijus ar
modelis);

nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) vertinant kiekvieng atsaka;

maziausia pastebéto poveikio koncentracija (LOEC) vertinant kiekvieng atsaka (o = 0,05);
kiekvieno vertinto atsako ECx verte, jei taikoma, ir pasikliautinieji intervalai (pvz., 95 %),
taip pat jos apskai¢iavimui naudoto priderinto modelio grafikas, koncentracijos ir atsako
priklausomybeés kreives krypties koeficientas, regresijos modelio formulé, jvertinti
modelio parametrai ir jy standartinés paklaidos;

bet koks nukrypimas nuo bandymo metodo, nukrypimai nuo priimtinumo kriterijy ir
apsvarstytas galimas to poveikis bandymo rezultatui.
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65. Teikiant vertinamyjy baig¢iy matavimy rezultatus turéty biiti pateiktos vidutinés vertés ir
juy standartiniai nuokrypiai (jei jmanoma, tiek kartotinio bandinio, tiek koncentracijos
pagrindu).

66. Turéty biti apskaiCiuota vidutiné (medianin¢) trukmé iki NF 62 vystymosi stadijos
kontrolinése grupése, kuri turéty biiti pateikta kaip kartotiniy bandiniy medianiniy verciy ir
jy standartinio nuokrypio vidurkis. Taip pat bandomosiose grupése turéty biiti apskaiciuota
kiekvienos bandomosios grupés medianin¢ verté ir pateikta kaip kartotiniy bandiniy
medianiniy verciy ir jy standartinio nuokrypio vidurkis.
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1 priedélis
TERMINU APIBREZTYS

Apikaliné vertinamoji baigtis — tokia vertinamoji baigtis, kai patiriamas poveikis
populiacijos lygiu.

Cheminé medziaga — medziaga arba miSinys.

IFA (angl. ELISA) — imunofermentiné analizé.

ECx — (x % poveikio sukelianti koncentracija) — koncentracija, kuriai esant bandomieji
organizmai patiria X % poveik] per tam tikrg veikimo bandomgja medziaga laikotarpj,
palyginti su kontroliniu bandiniu. Pavyzdziui, EC50 yra koncentracija, kuri, kaip jvertinta,
per tam tikra nustatyta jos ekspozicijos laikotarpj padaro poveiki bandymo vertinamajai
baig¢iai puséje (50 %) paveiktos populiacijos.

d. p. a. — dienos po apvaisinimo.

Pratekamosios sistemos bandymas — toks bandymas, kai per bandymo sistemg visu
bandomosios medziagos poveikio laikotarpiu teka nuolatinis bandymo tirpaly srautas.

HPG asis — pagumburio, hipofizés ir lytiniy liauky asis.
IUPAC — Tarptauting teorinés ir tatkomosios chemijos sajunga.

Maziausia pastebéto poveikio koncentracija (LOEC) — maziausia bandomoji cheminés
medZiagos koncentracija, kuriai esant pastebétas statistiSkai reikSmingas jos poveikis (esant
p <0,05), palyginti su kontroline grupe. Taciau visy LOEC virSijan¢iy bandomosios
medZiagos koncentracijy kenksmingas poveikis turéty biiti lygus LOEC poveikiui arba uZ jj
didesnis. Kai Sios dvi salygos netenkinamos, reikéty iSsamiai paaiSkinti, kaip pasirinkta
LOEC (taigi ir NOEC) verté. Rekomendacijy pateikta 7 priedélyje.

Vidutiné mirtina koncentracija (LC50) - bandomosios cheminés medziagos
koncentracija, kuriai esant, kaip jvertinta, per visa bandymg Zzista 50 % bandomuyjy
organizmy.

Nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) — bandomosios medziagos koncentracija,
kiek mazesné uz LOEC, kuri, palyginti su kontroline grupe, per nustatytg veikimo laikotarpj
nepadaro statistiskai reikSmingo poveikio (p < 0,05).

SMILES - supaprastinto molekuliy pateikimo linijine forma specifikacija (angl. Simplified
Molecular Input Line Entry Specification).
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Bandomoji cheminé medziaga — taikant §] bandymo metodg tiriama cheminé medziaga
arba miSinys.

UVCB — nezinomos ar kintamos sudéties medziagos, sudedamieji reakcijy produktai ar
biologinés medziagos.

VTG - vitelogeninas, fosfolipoglikoproteininis kiauSinio trynio baltymy pirmtakas, kuris

paprastai gaminamas visy kiauSinius dedanciy gyviiny rasiy lytiSkai aktyviy pateliy
organizme.
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2 priedélis

KAI KURIOS SKIEDIMUI TINKAMO VANDENS CHEMINES SAVYBES

D060575/02

" Ribiné
MedZziaga koncentracija
Kietosios dalelés 5 mg/l
Bendroji organiné anglis 2 mg/l
Nejonizuotas amoniakas 1 pg/l
Bendras chloro kiekis 10 pg/l
Bendras fosforo organiniy pesticidy kiekis 50 ng/l
Bendras chloro organiniy pesticidy ir polichlorintyjy
bifenily kickis S0ng/l
Bendras organinio chloro kiekis 25 ng/l
Aliuminis 1 pg/l
Arsenas 1 pg/l
Chromas 1 pg/l
Kobaltas 1 pg/l
Varis 1 pg/l
Gelezis 1 pg/l
Svinas 1 pg/l
Nikelis 1 pg/l
Cinkas 1 pg/l
Kadmis 100 ng/l
Gyvsidabris 100 ng/l
Sidabras 100 ng/1
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3 priedélis

LAGDA BANDYMO SALYGOS

1. Bandomoji riiSis
2. Bandymo tipas

3. Vandens temperatiira

4. Apsvietimo kokybé

5. Apsvietimo laikotarpis

6. Bandymo tirpalo taris ir
bandymo indas (akvariumas)

7. Bandymo tirpaly ttrio
keitimas

8. Bandomuyjy organizmy
amzius bandymo pradzioje

9. Organizmy skaicius
kartotiniame bandinyje

10. Bandomyjy grupiy skai¢ius

11.Kartotiniy bandiniy skaicius
kiekvienoje bandomojoje
grupéje

12.Kiekviena bandomosios
medziagos koncentracija
veikiamy organizmy skaicius

13. Skiedimo vanduo

Xenopus laevis
Pratekamosios srovés

Nominalioji temperattra yra 21 °C. Vidutiné temperatiira per visa
bandymga yra 21 = 1 °C (skirtumai tarp vienos grupés kartotiniy
bandiniy ir tarp bandomyjy grupiy neturéty biti didesni nei 1,0 °C)

Liuminescencinés (plataus spektro) lempos, 600—2 000 lux
(liumeny/m?) ties vandens pavir§iumi

12 val. Sviesos, 12 val. tamsos

4-10 | (minimalus vandens gylis 10—-15 c¢m)

Stiklinis ar nertidijanciojo plieno indas

Nuolatinis, uztikrinant ir reikiamy biologiniy salygy palaikyma, ir
cheminés medziagos veikimg (pvz., visas indo turis pakei¢iamas
5 kartus per para)

Neuwkoop ir Faber (NF) 8—10 vystymosi stadijos

20 gyviiny (embriony) kiekviename inde (kartotiniame bandinyje)
pradedant veikima bandomaja medziaga ir 10 gyviiny (jaunikliy)
kiekviename inde (kartotiniame bandinyje) po NF 66 stadijos iki
veikimo bandomaja medziaga pabaigos

Ne maziau kaip 4 bandomosios cheminés medziagos doziy
bandomosios grupés ir tinkama kontroliné grupé arba grupés

4 kartotiniai bandiniai kiekvienos bandomosios cheminés medziagos
dozés bandomojoje grupéje ir 8 kartotiniai bandiniai kontrolinéje
grupéje arba grupése

Ne maziau kaip 80 gyviiny kiekvienos bandomosios cheminés
medziagos dozés bandomojoje grupéje ir ne maziau kaip 160 kartotiniy
bandiniy gyviiny kontrolinéje grupéje arba grupése

Bet koks vanduo, kuriame gali normaliai augti ir vystytis X. laevis

(pvz., Saltinio vanduo ar per aktyvintgsias anglis filtruotas vandentiekio
vanduo)
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14. Aeravimas

15.Bandymo tirpale istirpes
deguonis

16.Bandymo tirpalo pH

17.Bandymo tirpalo kietumas ir
Sarmingumas

18.Sérimo rezimas

19. Veikimo bandomaja

medziaga laikotarpis

20.Biologinés vertinamosios
baigtys

21.Bandymo tinkamumo
kriterijai

D060575/02

Nebiitinas, tac¢iau gali reikéti aeruoti akvariumus, jei iStirpusio
deguonies kiekiai nesiekia rekomenduojamy riby ir maksimaliai
padidinamas bandomojo tirpalo srautas.

IStirpes deguonis: >40 % oro soties vertés arba >3,5 mg/1

6,5-8,5 (skirtumai tarp vienos grupés kartotiniy bandiniy ir tarp
bandomuyjy grupiy neturéty biiti didesni nei 0,5)

10-250 mg CaCOs/l

(Zr. 4 priedeélj)

Nuo NF 8-10 vystymosi stadijos iki 10 savaiciy po vidutinio
(medianinio) laiko tarpsnio, kuriuo pasiekta NF 62 stadija vandens ir
(arba) tirpiklio kontrolinéje grupéje (ilgiausiai 17 savaiciy)

GaiStamumas (ir iSvaizdos anomalijos), trukmé iki NF 62 stadijos (lervy
éminio), skydliaukés histologinis vertinimas (lervy éminio), augimas
(masé ir ilgis), kepeny somatinis indeksas (jaunikliy éminio), genetinis /
fenotipinis ly¢iy santykis (jaunikliy €éminio), lytiniy liauky,
reprodukciniy lataky, inksty ir kepeny histopatologija (jaunikliy éminio)
ir vitelogeninas kraujo plazmoje (jaunikliy éminio, nebiitinai)

Istirpes deguonis turéty sudaryti >40 % oro soties vertés; viduting
vandens temperatiira turéty biiti 21 + 1 °C, o skirtumai tarp vienos
grupés kartotiniy bandiniy ir tarp bandomyjy grupiy turéty buti <1,0 °C;
bandomojo tirpalo pH turéty buti tarp 6,5 ir 8,5; gaiStamumas
kontrolinéje grupéje turéty buti <20 % kiekviename kartotiniame
bandinyje, o vidutiné trukmé iki NF 62 stadijos kontrolinéje grupéje
turéty buti <45 dienos; bandomyjy organizmy vidutiné masé NF 62
stadijoje ir uzbaigus tyrima kontroliniuose bandiniuose ir tirpiklio
kontroliniuose bandiniuose (jei jie naudojami) turéty siekti atitinkamai
1,0+ 0,2 1r 11,5 + 3 g; turéty bati gauta jrodymy, kad bandomosios
cheminés medziagos koncentracijos tirpale buvo tinkamai palaikomos
vidutiniy iSmatuoty verciy +20 % tikslumu.
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4 priedélis

SERIMO REZIMAS

Reikéty pazyméti, kad nors rekomenduojamas Sis Sérimo rezimas, galima rinktis ir kitokias
alternatyvas, jei bandomyjy organizmy augimo ir vystymosi sparta yra tinkama.

Lervy $érimas

Lervy Serimo raciono paruosimas
A. 1:1 (turio) upétakiy pradinio pasaro: dumbliy / TetraFin® (ar lygiavercio):

1. upétakiy pradinis pasaras: maiSytuvu dideliu greiciu per 20 sekundziy suplakama 50 g
upétakiy pradinio pasaro (smulkiy granuliy arba milteliy) su 300 ml tinkamo filtruoto
vandens;

2. dumbliy / TetraFin® (ar lygiavertis) miSinys: maiSytuvu dideliu greiciu per 40 sekundziy
suplakama 12 g spiruliny dumbliy granuliy su 500 ml filtruoto vandens, suplakama 12 g
Tetrafin® (arba lygiavercio pasaro) su 500 ml filtruoto vandens ir Sie miSiniai sujungiami,
kad susidaryty 1 1 miSinio, kuriame buty 12 g/l spiruliny ir 12 g/l Tetrafin® (ar lygiavercio
pasaro);

3. sujungiama po vienoda tiri sumaiSyto upétakiy pradinio pasaro su dumbliy ir TetraFin® (ar

lygiavercio paSaro) miSiniu.

B. Sdariavandenés krevetés

15 ml siiriavandeniy kreveciy kiauSineliy inkubuojama 11 siiraus vandens (paruoSiamo
dedant 20 ml NaCl j 11 dejonizuoto vandens) iki iSsiritimo. Po aeravimo 24 valandas
kambario temperatiiroje, nuolatinio apSvietimo salygomis, surenkamos siiriavandenés
krevetés. Sustabdzius aeravimg jos trumpag laika (30 min.) palaikomos, kad nusésty ant
dugno. | indo pavirsiy iskilusios cistos nupilamos ir iSmetamos, o krevetés perkoSiamos per
tinkamus filtrus ir jpilama filtruoto vandens, kad susidaryty 30 ml tiris.

v

Sérimo protokolas

1 lenteléje pateiktos gairés dél pasaro, naudojamo lervy stadijos gyviinams Serti veikimo
bandomaja medziaga etape, rasies ir kiekio. Gyviinai turéty buti Seriami tris kartus per dieng
nuo pirmadienio iki penktadienio ir kartg per dieng savaitgaliais.

1 lentelé. X. laevis lervy $érimo rezimas pratekamosios sistemos salygomis

Upétakiy pradinis pasaras: dumbliai /

TetraFin® (ar lygiavertis) Suriavandenés krevetés

Laikas*
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(po apvaisinimo) Darbo dienomis Savaitgaliais Darbo dienomis Savaitgaliais
(3 kartus per diena) | (karta per diena) | (du kartus per dieng) | (karta per dieng)
— i 0,5 ml 0,5 ml
4-14 dienos 033 ml 1.2 ml 0. . 0; .
(0-1 savaités) (nuo 8 iki 15 dienos) | (nuo 8 iki 15 dienos)
1 ml 1 ml
2 savaite 0,67 ml 2,4 ml (nuo 16 dienos) (nuo 16 dienos)
3 savaité 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
4 savaité 1,5 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
5 savaité 1,6 ml 4.4 ml 1 ml 1 ml
6 savaiteé 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
7 savaité 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
8-10 savaités 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* (0 diena yra ta diena, kurig atlickama hCG injekcija.

Peréjimas nuo lervy prie jaunikliy $érimo raciono

Kai lervos baigia metamorfoze, pereinama prie jaunikliy Sérimo raciono, kaip paaiskinta
toliau. Siame pereinamajame etape lervy $érimo raciong reikéty mazinti, didinant jaunikliy
raciono dalj. Tai galima pasiekti proporcingai mazinant lervy paSaro dalj ir proporcingai
didinant jaunikliy pasaro dalj, kai kiekviena penkiy buoZgalviy grupé pasiekia NF 62 stadija
ir artéja metamorfozes pabaiga NF 66 stadijoje.

Jaunikliy Sérimas

Jaunikliy Sérimo racionas

Kai baigiasi metamorfozé (66 stadija), pakeiiamas Sérimo reZimas, pereinant prie
auksScCiausios riiSies grimztan¢io varliy pasaro 3/32 colio dydzio granulémis (Xenopus
Express™, Florida, JAV) arba lygiaverc¢io pasaro, ir Seriama tik juo.

Grasty granuliy paruoSimas lervoms, pereinancioms § jauniklio stadijg

Grimztancio varliy paSaro granulés trumpai pasmulkinamos kavos malinéliu, maiSytuvu
arba gristuveéje, mazdaug 1/3 sumazinant granuliy dyd;j. Per ilgai smulkinti, kol paSaras virs
miltais, nepatartina.

Serimo protokolas

2 lenteléje pateiktos gairés del paSaro, naudojamo jaunikliy ir suaugusiy gyviny gyvenimo
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stadijose, rusies ir kiekio. Gyviinai turéty biiti Seriami kartg per parg. Reikéty pazymeéti, kad
vykstant gyviiny metamorfozei, jie turéty ir toliau gauti dalj stiriavandeniy kreveciy pasaro,

iki >95 % gyviny baigs metamorfoze.

Gyviinai neturéty biti Seriami tg dieng, kurig baigiamas bandymas, kad paSaras nepaveikty

mas€s matavimy.

2 lentelé. X. laevis jaunikliy §érimo reZimas pratekamosios sistemos salygomis. Pazymétina, kad gyviinai
iki metamorfozés, jskaitant tuos, kuriy metamorfoze véluoja dél cheminés medziagos veikimo, negali ésti

nesmulkinty granuliy.

Nesmulkinty granuliy taris

6-9 savaités

Laikas Susmulkinty granuliy tiris
(savaités po vidutinés (medianinés) (mg kiekvienam varlés (mg kiekvienam varlés
metamorfozés dienos) jaunikliui) jaunikliui)

Kai gyviinai baigia metamorfoze 25 0
0-1 savaités 25 28

2-3 savaités 0 110

4-5 savaités 0 165

0 220

* (0 savaités pirmoji diena yra vidutiné (medianiné) kontroliniy gyviiny metamorfozés diena.
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3 priedélis

GENETINES LYTIES NUSTATYMAS (SKIRSTYMAS PAGAL GENETINE LYTI)
Xenopus laevis rusies gyviny skirstymo pagal geneting lyti metodas pagristas Yoshimoto
et al. (2008). ISsamiai apraSytas genotipo nustatymo procediiras, jei reikia, galima gauti i$
Sio leidinio. Alternatyviis metodai (pvz., didelio naSumo qPGR) gali biiti naudojami, jei
laikomi tinkamais.

X. laevis pradmenys

DM-W zZymuo
Tiesioginis: 5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Atvirkstinis:  5°-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Teigiamas kontrolinis bandinys
Tiesioginis: 5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Atvirkstinis:  5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3°

DNR gryninimas

DNR i raumens ar odos audinio i§gryninamas naudojant, pvz., ,,Qiagen* rinkinj ,,DNeasy
Blood and Tissue Kit* (cat # 69506) ar panasy produkta pagal jo naudojimo instrukcijas.
DNR galima eliuuoti i§ nugarkaulio naudojant maziau buferinio tirpalo, gaunant labiau
koncentruotus pavyzdZius, jei manoma, kad tai reikalinga pagal PGR metoda. Atminkite,
kad DNR yra gana stabili, tod¢l reikéty stengtis vengti kryZminio uzterSimo, dél kurio
patinai galéty biiti klaidingai palaikyti patelémis, ar atvirk$¢iai.

Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

1 lenteléje pateiktas éminiy émimo protokolas naudojant preparata JumpStart™ Tag
(gamintojas ,,Sigma‘).

1lentelé.  Eminiy émimo protokolas naudojant ,,Sigma‘ JumpStart™ Tag

Pagrindinis miSinys 1x (ul) [galutinis]
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NFW 11 -

10X buferis 2,0 -
MgCl (25 mM) 2,0 2,5 mM
dNTP (po 10mM) 0,4 200 uM
Zymens tiesiog. pradmuo (8 pM) 0,8 0,3 uM
Zymens atvirkit. pradmuo (8 0,8 0,3 uM
uM)

Kontrolinis tiesiog. pradmuo (8 0,8 0,3 uM
uM)

Kontrolinis atvirkst. pradmuo (8 0,8 0,3 uM
uM)

JumpStart™ Tag 0,4 0,05 vnt./ul
DNR matrica 1,0 ~200 pg/ul

D060575/02

Pastaba. = Rengdami pagrindinius miSinius, jy paruoskite daugiau, atsizvelgdami j bet kokj
galimg nuostolj imant pipete (pvz., 25x turéty biiti naudojama tik 24 reakcijoms).

Reakcija:

Pagr. miSinys 19,0 ul

Matrica

I$ viso

1,0 ul

20,0 ul

Apdorojimo termocikleriu pobiidis:

1 etapas.
2 etapas.
3 etapas.
4 etapas.
5 etapas.
6 etapas.

7 etapas.

94 °C 1 min.

94°C 30s

60°C 30s

72 °C 1 min.

Pereiti prie 2 etapo. 35 ciklai
72 °C 1 min.

4°C laikymas

PGR produktai gali biiti iSkart apdorojami gelyje arba laikomi 4 °C temperatiiroje.
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Agarozés gelio elektroforezé (3 %) (pavyzdinis protokolas)
50X TAE

Tris 242 ¢

Lediné acto rugstis 5,71 ml

Na; (EDTA)-2H,0 3,72 g

Ipilti vandens iki 100 ml

IXTAE
H>O 392 ml
50X TAE 8 ml

3:1 agaroze
3 dalys NuSieve™ GTG"" agarozés
1 dalis ,,Fisher* maZos elektroendoosmozés (EEO) agarozés

Metodas

1. ParuoSiamas 3 % gelis dedant 1,2 g agarozés miSinio } 43 ml 1X TAE. Gautas miSinys
pamaiSomas sukant inda, kad iSsisklaidyty dideli gumulai.

2. Agarozes miSinys kaitinamas mikrobangy krosneléje, kol visiSkai iStirpsta (vengti uzvirimo).
Siek tiek atauginamas.

3. Idedama 1,0 pL etidZio bromido (10 mg/ml). MiSinys pamaiSomas sukant kolbg. [sidémétina,
kad etidzio bromidas yra mutagenas, todél, kiek techniSkai jmanoma, Siame etape reikéty
rinktis kitas medZiagas, siekiant sumazinti rizikg darbuotojy sveikatai'.

4. Gelis jpilamas i forma, | kurig jdétos Sukutés, ir visiSkai atvésinamas.

Gelis dedamas j aparatg ir padengiamas 1X TAE.

! Pagal 2004 m. balandZio 29 d. Europos Parlamento ir Tarybos direktyvos 2004/37/EB dél darbuotojy
apsaugos nuo rizikos, susijusios su kancerogeny arba mutageny poveikiu darbe (SesStoji atskira direktyva, kaip
numatyta Direktyvos 89/391/EEB 16 straipsnio 1 dalyje) (OL L 158, 2004 4 30, p. 50), 4 straipsnio 1 dalj.
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6. Pridedama 1 pl 6x jkrovos dazy kiekvienam 10 ul PGR produkto.
7.  Eminiai pipete perkeliami j plokstelés duobutes.

8. ~20 min. veikiama pastovios 160 volty jtampos srove.

1 diagramoje pateiktas agarozés gelio atvaizdas, kuriame matyti juostinés Zymes, buidingos
vyriskos ir moteriskos lyties individams.
1 diagrama. Agarozés gelio atvaizdas, kuriame matyti juostinés Zymés, biidingos vyriskos lyties (3)
individui (viena juosta ~203 bp: DMRT1), ir moteriskos lyties (9) individui (dvi juostos ~259 bp: DM-W
ir 203 bp: DMRT]1).

N DM-W
BN DMRT1
LITERATURA

Yoshimoto S., Okada E., Umemoto H., Tamura K., Uno Y., Nishida-Umehara C., Matsuda
Y., Takamatsu N., Shiba T., Ito M. 2008. A W-linked DM-domain gene, DM-W,
participates in primary ovary development in Xenopus laevis. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 105: 2469-2474.
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6 priedélis

VITELOGENINO MATAVIMAS

Vitelogenino (VTG) matavimas atliekamas taikant imunofermentinés analizés (IFA,
angl. ELISA) metodg, kuris i§ pradziy buvo sukurtas juodyjy driitagalviy rainiy VTG
matuoti (Parks ez al., 1999). Siuo metu X. laevis antikiiny nejmanoma jsigyti i§ komerciniy
tiekéjy. Taciau kadangi turima daug informacijos apie §j baltymg ir yra galimybé naudotis
ekonomiskai efektyvios komercinés antikiing gamybos paslaugomis, galima pagrjstai
tikétis, kad laboratorijos gebés lengvai sukurti IFA metoda Siam matavimui atlikti
(Olmstead et al., 2009). Olmstead ef al. (2009) taip pat pateiké Sio tyrimo, pritaikyto
X. tropicalis VTG matavimui atlikti, apibidinimg, kaip parodyta toliau. Pagal §; metoda
naudojamas antikiinas, paruostas X. tropicalis VTG, taCiau yra zinoma, kad jis tinka ir
X. laevis VTG. Pazymétina, kad galima taikyti ir nekonkurencinés IFA metodus ir kad juos
taikant aptikimo ribos gali biiti Zemesnés negu pagal toliau aprasyta metoda.

Medziagos ir reagentai

Preadsorbuotas 1-ojo antikino (Ab) serumas

1 dalis anti-X. tropicalis VTG 1-0jo Ab serumo sumaiSoma su 2 dalimis kontroliniy patiny
kraujo plazmos ir palieckama kambario temperatiiroje apie 75 minutes, tada padedama ant
ledo 30 min, centrifuguojama >20000g 1val. 4°C temperatiiroje, paSalinamas
supernatantas, suskirstoma alikvotinémis dalimis ir laikoma —20 °C temperatiiroje.

2-asis antikiinas
Ozkos anti-triusio IgG-HRP konjugatas (pvz., Bio-Rad 172-1019)
VTG standartinis preparatas

ISgrynintas X. laevis VTG, 3,3 mg/ml.
TMB (3,3',5,5' tetrametil-benzidinas) (pvz., KPL 50-76-00; arba Sigma T0440)

Normalusis ozkos serumas (NGS)  (pvz., Chemicon® S26 — 100 ml)

96 duobuciy EIA polistireno mikrotitravimo plokstelés (pvz., ICN: 76-381-04, Costar:
53590, Fisher: 07-200-35)

37 °C hibridizavimo krosnelé¢ (arba greito nusistovejimo oro inkubatorius) ploksSteléms,
vandens vonelé mégintuveliams

Kita jprasta laboratoriné jranga, cheminés medziagos ir reikmenys.

Receptiira

Padengimo buferinis tirpalas (50 mM karbonatinis buferinis tirpalas, pH 9.6):
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NaHCO3 1,26 g

Na>COs 0,68 g

vanduo 428 ml
10X PBS (0,1 M fosfato, 1,5 M NaCl):

NaH2PO4-H20 0,83 g

Na;HPO47 H,O 20,1 g

NaCl 71 g

vanduo 810 ml
Plovimo buferinis tirpalas (PBST):

10X PBS 100 ml

vanduo 900 ml

Nustatoma 7,3 pH verté jdedant 1 M HCI, tada jdedama 0,5 ml ,,Tween-20*
Tyrimo buferinis tirpalas:

Normalusis ozkos serumas (NGS) 3,75 ml

Plovimo buferinis tirpalas 146,25 ml
Eminiy émimas

Kraujas paimamas heparinizuotu mikrohermatokrito vamzdeliu ir padedamas ant ledo. Po
centrifugavimo 3 minutes vamzdelis jpjaunamas, atveriamas ir plazma iSleidziama j 0,6 ml
turio mikrocentrifugos mégintuvéelius, | kuriuos déta 0,13 vnt. liofilizuoto aprotinino (Sie
meégintuvéliai paruoSiami 1S anksto, jdedant tinkamg kiekj aprotinino, uZSaldant ir

Plazma iki analizés laikoma —80 °C temperatiiroje.
Vienos ploksStelés procediira
Plokstelés padengimas
20 pl i8gryninto VTG sumaiSoma su 22 ml karbonatinio buferinio tirpalo (galutinis kiekis

3 pg/ml). Po 200 pl Sio miSinio jpilama i kiekvieng naudojamos 96 duobuciy mikrotitravimo
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plokstelés duobute. Plokstelé uzdengiama lipnigja plévele ir palieckama inkubuotis per naktj
37 °C temperatiiroje 2 valandas (arba 4 °C per naktj).

Ploksteles blokavimas

Blokavimo tirpalas ruoSiamas jpilant 2 ml normaliojo oZkos serumo (NGS) i 38 ml
karbonatinio buferinio tirpalo. Dengiamasis tirpalas paSalinamas ir plokstelé purtoma, kol

iSdzitista. | kiekvieng duobutg jpilama 350 pl blokavimo tirpalo. Uzdengiama lipnigja
plévele ir inkubuojama 37 °C temperatiiroje 2 valandas (arba 4 °C per naktj).

Standartiniy preparaty paruosimas

5,8 pl i8gryninto VTG standartinio preparato sumaiSoma su 1,5 ml tyrimo buferinio tirpalo
12x75 mm borosilikatiniame vienkartiniame stiklo mégintuvélyje. Taip gaunamas
12 760 ng/ml miSinys. Tada atlickamas serijinis skiedimas jpilant 750 pl pirmiau atskiesto
misinio j 750 pl tyrimo buferinio tirpalo, gaunant galutines koncentracijas 12 760, 6 380,
3190, 1 595, 798, 399, 199, 100 ir 50 ng/ml.

Eminiy paruosimas

IS pradziy plazma praskiedziama tyrimo buferiniu tirpalu santykiu 1:300 (pvz., sumaiSant
1 pul plazmos su 299 ul tyrimo buferinio tirpalo). Jei tikimasi gauti dideli VTG kiekj, gali
reiketi atskiesti papildomai arba daugiau. Reikia stengtis, kad B/B, iSlikty standarty
intervale. Kai éminiuose néra reikSmingo VTG kiekio, pvz., kontroliniy patiny ir pateliy
(kurie visi yra nesubrende), naudojamas skiedimas santykiu 1:30. Maziau atskiestuose
éminiuose gali pasireiksti nepageidaujamas matricos efektas.

Papildomai rekomenduojama kiekvienoje plokstel¢je iStirti teigiama kontrolinj éminj. Jis
paimamas i§ jungtinio plazmos éminio, kuriame yra dideli susidariusio VTG kiekiai. Sis
jungtinis éminys i§ pradziy atskiedziamas NGS, padalijamas alikvotinémis dalimis ir
laitkomas —80 °C temperatiiroje. Kiekvienai plokStelei skirta alikvotiné dalis atitirpinama,
papildomai praskiedZiama tyrimo buferiniu tirpalu ir apdorojama panaSiai kaip bandinys.

Inkubavimas naudojant 1-gji antikiing

l-asis antikiinas (Ab) paruoSiamas 1:2000 santykiu praskiedziant preadsorbuota 1-ojo Ab
serumg tyrimo buferiniu tirpalu (pvz., jo 8 ul dedama j 16 ml tyrimo buferinio tirpalo).
300 ul 1-0jo Ab tirpalo sumaiSoma su 300 pl éminio / standartinio preparato stikliniame
meégintuvélyje. B, mégintuvélyje panaSiai paruoSiama 300 ul tyrimo buferinio tirpalo su
300 pl antiktino. Be to, reikéty paruosti NSB (angl. non-specific binding — nespecifinio
suriSimo) mégintuvel] naudojant tik 600 pl tyrimo buferinio tirpalo, t. y. be antikiino (Ab).
Meégintuveliai uzdengiami laboratorine plévele ir nestipriai suplakami. Inkubuojama 1
valandg 37 °C temperatiros vandens voneléje.
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Plokstelés plovimas

Pries pat baigiant 1-3jj Ab inkubavima, plokStel¢ nuplaunama. Tai daroma iSkratant jos
turinj ir ja nusausinant sugeriamuoju popieriumi. Tada duobutés pripildomos 350 pl
plovimo tirpalo, jis iSpilamas ir ploksStel¢ nusausinama sugeriamuoju popieriumi. Galima
naudoti daugiakanale automating pipete arba ploksteliy plautuva. Plovimo etapas
pakartojamas dar du kartus — i§ viso trys plovimai.

Plokstelés jkrovimas

Po to, kai plokstelé nuplaunama, mégintuvéliai i§imami 1§ vandens vonelés ir nestipriai
suplakami. Po 200 pl i§ kiekvieno éminio, standartinio preparato, B, ir NSB mégintuvélio
ipilama ] kartotines plokstelés duobutes. Plokstelé uzdengiama lipnigja plévele ir paliekama
inkubuotis 1 valandg 37 °C temperatiiroje.

Inkubavimas naudojant 2-qjj antikiing

Pirmesnio etapo inkubavimo pabaigoje plokstelé turéty buti vél tris kartus nuplauta, kaip
apraSyta pirmiau. Atskiestas 2-asis antikiinas (Ab) paruoSiamas sumaisant 2,5 pl 2-ojo Ab
su 50 ml tyrimo buferinio tirpalo. 200 pl atskiesto 2-ojo Ab jpilama j kiekvieng duobute,
sandariai uzdengiama, kaip apraSyta pirmiau, ir inkubuojama 1 valandg 37 °C temperattroje.

Substrato déjimas

Baigus inkubavimg su 2-uoju Ab, plokstelé tris kartus nuplaunama, kaip apraSyta pirmiau.
Tada 1 kiekvieng duobute jdedama 100 ul TMB substrato. Palaikoma 10 minuciy, kad
ivykty reakcija (patartina saugoti nuo ryskios Sviesos). Reakcija sustabdoma jpilant 100 pl
1 M fosforo riigSties. Tai pakeicia spalvg 1§ mélynos | rySkiai geltong. Sugerties geba
matuojama 450 nm ilgio bangomis, naudojant ploksteliy skaitytuva.

Apskaiciuojama B/Bo verté

Vidutiné NSB verté atimama i§ visy iSmatuoty verciy. Kiekvieno éminio ir standartinio
preparato B/B, apskai¢iuojama dalijant sugerties verte (B) 1§ vidutinés B, éminio sugerties.

Gaunama standartiné kreive ir nustatomi neZinomi kiekiai

Standartine kreivé gaunama naudojantis kokia nors pagalbine kompiuterine grafiky kiirimo
jranga (pvz., Slidewrite™ ar Sigma Plot®), kuria ekstrapoliuojamas kiekis i§ éminio B/B,,
remiantis standartiniy preparaty B/B,. Paprastai Sis dydis pavaizduojamas logaritminéje
skaléje, o kreivé yra sigmoidinio pavidalo. Taciau kai naudojami siauro intervalo
standartiniai preparatai, ji gali atrodyti kaip tiesé. IS éminiy nustatyti kiekiai patikslinami
pagal skiedimo koeficients ir ataskaitoje uzraSomi kaip plazmos VTG/ml (miligramais).

Minimaliy aptikimo riby (MDL) nustatymas
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Daznai, ypac tiriant normalius patinus, néra aiSku, kaip ataskaitoje pateikti mazy verciy
rezultatus. Siais atvejais turéty bati naudojamos 95 % pasikliautinumo ribos siekiant
nustatyti, ar atitinkamg verte reikéty nurodyti kaip nulj, ar kaip kokj nors kita skaiciy. Jei
éminio rezultatas yra nulinio standarto (B,) pasikliautinajame intervale, praneSamas
rezultatas turéty buti 0. Minimalus aptikimo lygis yra maziausia standartiné¢ verté, kuri
nuolat skiriasi nuo nulinio standarto; t.y. abu pasikliautinieji intervalai nesutampa. Bet
kokio éminio rezultato, kuris atitinka ar vir§ija minimalaus aptikimo lygio pasikliautinumo
ribg, apskaiciuotoji verté praneSama ataskaitoje. Jei éminio verté yra tarp nulinio standarto ir
minimalaus aptikimo lygio intervaly, ataskaitoje reikéty nurodyti, kad to éminio verté yra
lygi pusei minimalaus aptikimo lygio.

LITERATURA
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Sullivan C. V. 1999. Fathead minnow (Pimephales promelas) vitellogenin: purification,
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125.
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7 priedélis
STATISTINE ANALIZE

Per LAGDA bandyma gaunami trijy formy duomenys statistinei analizei: 1) kiekybiniai
tolydieji duomenys, 2) laiko iki jvykio duomenys, vertinant vystymosi spartg (trukmé iki
NF 62 stadijos), ir 3) rangy skalés duomenys, pateikiami kaip poveikio stiprumo balai ar
vystymosi stadijos, nustatytos histopatologiniais vertinimais. 1 diagramoje parodyta
rekomenduojama LAGDA statistinés analizés sprendimy schema. Be to, toliau pateikta
nuorody | leidinius, kuriais gali reikéti remtis atliekant LAGDA matavimy statisting analize.
Kaip parodyta analizés sprendimy schemoje, gaiStamumo, augimo (masés ir ilgio) ir kepeny
somatinio indekso (LSI) matavimy rezultatai turéty biti analizuojami ,kity vertinamyjy
baigc¢iy* dalyje.

Tolydieji duomenys

Pirmiausia turéty buti patikrintas tolydziyjy vertinamyjy baigc¢iy duomeny monotoniskumas,
atliekant duomeny rangy transformacija, pritaikant ANOVA modelj ir palyginant tiesinius ir
kvadratinius kontrastus. Jei duomenys yra monotoniski, reikéty taikyti zingsnio zemyn
Jonckheere-Terpstra trendo kriterijy kartotiniy bandiniy medianinéms vertéms ir paskesniy
analiziy atlikti nereikia. Duomenims, kurie yra normaliai pasiskirste su vienalytémis
dispersijomis, tinkama alternatyva yra zingsnio Zemyn Williams’o kriterijus. Jei duomenys
yra nemonotoniski (kvadratinis kontrastas yra reikSmingas, o tiesinis — nereikSmingas), jie
turéty biti analizuojami naudojant misraus poveikio ANOVA model;j. Tada reikéty jvertinti
duomeny normalumg (geriausia taikant Shapiro-Wilk’o arba Anderson-Darling’o kriterijy)
ir dispersijos vienalytiSkuma (geriausia taikant Levene’o kriterijy). Abu kriterijai taikomi
pagal miSraus poveikio ANOVA modelj gautoms liekanoms. Vietoj Siy formaliy
normalumo ir dispersijos vienalytiSkumo kriterijy taikymo galima remtis eksperty nuomone,
nors pirmenybé teiktina formaliems kriterijams. Jei duomenys yra normaliai pasiskirste su
vienalyte dispersija, tai atitinka miSraus poveikio ANOVA prielaidas ir reikSmingas dozes
poveikis nustatomas pagal Dunnett’o kriterijy. Kai nustatomas nenormalumas ar dispersijos
nevienalytiSkumas, tai neatitinka Dunnett’o kriterijjaus prielaidy ir siekiama atlikti
normalizuojancia, dispersijg stabilizuojancig transformacijga. Jei tokios transformacijos
nerandama, tuomet reikSmingas dozés poveikis nustatomas pagal Dunn’o kriterijy. Kai tik
Jmanoma, reikéty taikyti vienpusj kriterijy, o ne dvipusj kriterijy, taciau norint nustatyti, kas
tinka konkreciai vertinamajai baig¢iai, reikia eksperty vertinimo.

Gaistamumas

Turéty biiti analizuojami viso bandymo laikotarpio gaiStamumo duomenys, kurie turéty biiti
iSreiksti kaip bet kuriame konkreciame inde zuvusiy gyviny dalis. Ty buozgalviy, kurie
nebaigia metamorfozés per nustatyta laikotarpj, lervy poéminio kohortoje esanciy
buozgalviy, ty jaunikliy varliy, kurios numarinamos mazinant gyviiny skaiciy, ir bet kokiy
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gyviiny, kurie ztsta dél bandymo vykdytojo klaidos, duomenys turéty buti laikomi
atmetamais duomenimis ir nejtraukiami j vardiklj apskai¢iuojant procentinius dydzius. Prie$
bet kokias statistines analizes turéty buti atlikta gaiStamumo proporcijy kvadratinés Saknies
arksinuso transformacija. Alternatyva yra naudoti zingsnio zemyn Cochran-Armitage’o
kriterijy, galbiit su Rao-Scott’o pataisa, kai yra per didelé¢ dispersija.

Masé ir ilgis (augimo duomenys)

Patinai ir patelés metamorfozés metu néra lytiSkai dimorfiski, todél lervy poéminio augimo
duomenys turéty biti analizuojami neatsizvelgiant j lyti. Taciau jaunikliy augimo duomenys
turéty buti analizuojami atskirai pagal geneting lytj. Gali reikéti atlikti Siy vertinamyjy
baig€iy logaritiming transformacija, nes dydzio duomenims neretai yra biidingas
lognormalumas.

Kepeny somatinis indeksas (LSI)

Kepeny masés duomenys turéty biiti normalizuojami kaip viso kiino masés proporcijos
(t. y. LS]) ir analizuojami atskirai pagal geneting lyt;.

Trukmé iki NF 62 vystymosi stadijos

Laiko iki metamorfozés duomenys turéty buti traktuojami kaip laiko iki jvykio duomenys, ir
bet kokiy nugaiSusiy gyviiny ar individy, kurie nepasieké NF 62 stadijos per 70 dieny,
duomenys traktuojami kaip ,,i§ deSinés* (desin¢je grafiko pus¢je) atmetami duomenys (t. y.
tikroji verté yra didesné nei 70 dieny, taciau tyrimas baigiamas prie§ tai, kai gyviinai
pasiekia NF 62 stadija per 70 dieny). Bandymo uzbaigimo data turéty biiti nustatyta pagal
medianing trukme iki NF 62 stadijos metamorfozés uzbaigimo skiedimo vandens
kontroliniuose bandiniuose. Medianiné¢ trukmé iki metamorfozés uZzbaigimo galéty biuti
nustatoma pagal Kaplan-Meier’io produkto-ribos jvertinius (angl. product-limit estimators).
Si vertinamoji baigtis turéty biiti analizuojama naudojant misraus poveikio Cox’o
proporciniy pavojy modelj, pagal kurj atsizvelgiama ] tyrimo kartotiniy bandiniy strukttra.

Histopatologiniai duomenys (poveikio stiprumo balai ir vystymosi stadijos)

Histopatologiniai duomenys pateikiami poveikio stiprumo baly arba vystymosi stadijy
forma. RSCABS kriterijus (angl. Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices — Rao-Scott’o
patikslintas Cochran-Armitage’o zingsnio zZemyn trendo kriterijus) taikomas kiekvienam
poveikio lygiui vertinant histopatologinj atsaka (Green et al., 2014). Pagal Rao-Scott’o
pataisg taikant §j kriterijy jtraukiamas bandymo planas su kartotiniy bandiniy indais. Pagal
»pjaviy®“ (angl. by Slices) procediira jtraukiama biologiné prielaida, kad poveikis didéja
didinant dozes arba koncentracijas, o kartu toliau naudojami bandomyjy individy vertinimai
balais ir atskleidZiamas bet kokio nustatyto poveikio dydis. Pagal RSCABS procediirg ne tik
nustatoma, kurios bandomosios grupés statistiSkai skiriasi nuo kontroliniy grupiy (t. y., jy
patologijos didesnés negu kontroliniy gyviiny), bet ir nustatoma, kuriam poveikio dydzio
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balui esant atsiranda $is skirtumas, taip suteikiant labai reikalingg konteksta analizei. Lytiniy
liauky ir reprodukciniy lataky vystymosi stadijos nustatymo atveju reikéty papildomai
apdoroti duomenis, nes pagal RSCABS kriterijy daroma prielaida, kad poveikis didéja kartu
su doze. Stebimas poveikis galéty biiti vystymosi vélavimas arba paspartéjimas. Todél
vystymosi stadijy duomenys turéty biti analizuojami tokie, kokie pranesti, kad buty galima
nustatyti vystymosi paspartéjimg, o tada prieS antrg analiz¢ duomenys rankiniu bidu
pertvarkomi taip, kad buity galima nustatyti vystymosi vélavima.

1 diagrama. LAGDA duomeny statistinés analizés sprendimy schema

Duomeny tipas

v v

Trukmé iki Kitos Ar atiti?ka
Histopatologija NF62 | vertinamosios p monotoniskumo _>
stadijos baigtys krltiruq
'

Cox'o
misraus
poveikio
modelis

Jonckeere-Terpstra
kriterijus, taikomas
kartotiniy bandiniy
medianinéms
vertéms

RSCABS

Misraus poveikio ANOVA
modelis, pagal kurj
naudojamas bandomosios
grupés kartotinis bandinys
kaip atsitiktinis poveikis ir
visa bandomoji grupé — kaip
pastovusis poveikis

Dunnett’o Ar atitinka prielaidas DuRN’o
kriterijus (normalumo ir ‘_> kriterijus
homogeniskumo) !
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8 priedélis

SKOLIOZES ATVEJU DAZNIO STEBESENOS IR MAZINIMO ASPEKTAI

Idiopatineé skolioze, paprastai pasireiskianti kaip Xenmopus laevis buozgalviy ,,sulenkta
uodega®, gali sunkinti bandomyjy populiacijy morfologinius ir elgesio steb¢jimus. Reikéty
stengtis, kad skoliozés atvejy buty kuo maziau arba visai nebuty tiek pradinés kulttiros
auginimo, tieck bandymo salygomis. Rekomenduojama, kad per galutinj bandyma vidutinés
ar sunkios skoliozés daznis bty mazesnis nei 10 %, siekiant padidinti patikimuma, kad
atliekant §] bandyma galima nustatyti su bandomosios medZziagos doze susijusj poveik]j
kitais atzvilgiais sveiky varliagyviy lervy vystymuisi.

Atliekant kasdienius stebéjimus per galutini bandyma turéty biiti uzraSomas ir skoliozés
daznis (individy skaicius), ir jos sunkumas, kai jos atvejy yra. Reikéty aprasyti anomalijos
pobidj — jos vieta (pvz., iki iSeinamosios angos ar po jos) ir i§linkio kryptj (pvz., Soninis ar
nugaros-pilvo asies iSlinkimas). Jos sunkumg galima Zyméti taip:

nezymi (N) — iSlinkio néra;

maza (1) — nedidelis, Soninis iSlinkis po iSeinamosios angos; matomas tik gyviinui esant
ramybés blsenos;

vidutiné (2) — Soninis i8linkis po iSeinamosios angos; matomas visada, bet judéti netrukdo;

sunki (3) — Soninis iSlinkis prie§ iSeinamaja anga; ARBA bet koks iSlinkis, kuris trukdo
judéti; ARBA bet koks nugaros-pilvo asies islinkis.

JAV aplinkos apsaugos agentiiros FIFRA moksliné patariamoji grupé (FIFRA SAP 2013)
perzitir¢jo skoliozés suvestinius duomenis i§ penkiolikos varliagyviy metamorfozés tyrimy
naudojant X. /aevis (nuo NF 51 iki 60 ir vélesniy stadijy) ir pateiké bendry rekomendacijy,
kaip mazinti §ios anomalijos paplitima bandomuyjy gyviny populiacijose. Sios
rekomendacijos yra svarbios LAGDA, nors Sis bandymas apima ilgesnj vystymosi
laikotarpj.

Ankstesnio nersto sékmingumo duomenys

Apskritai veislinéms poroms turéty biiti naudojami kokybiSki, sveiki suauge gyviinai;
pasalinant veislines poras, kuriy palikuonims pasireiSkia skoliozé, laikui bégant galima iki
minimumo sumazinti jos atvejy daznj. Konkreciai gali buti naudinga stengtis kuo maziau
naudoti sugauty laukiniy veisliniy gyviiny. Veikimo bandomgja medziaga laikotarpis per
LAGDA bandyma pradedamas naudojant NF 8—10 stadijy embrionus, ir bandymo pradzioje
praktiSkai nejmanoma nustatyti, ar kuriems nors individams pasireik§ skoliozeé. Taigi,
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stebint bandymui naudojamy gyviiny skoliozés daznj, kartu reikéty turéti uzraSytus
ankstesnés vados rodikliy (jskaitant skoliozés paplitimg tarp bet kokiy lervy, kurioms leista
vystytis) duomenis. Gali biiti naudinga toliau stebéti kiekvienos vados dalj, nenaudojama
konkre€iam tyrimui, ir ataskaitoje pranesti apie tuos steb¢jimus (FIFRA SAP 2013).

Vandens kokybé

Svarbu uztikrinti tinkamg tiek pradinei laboratoriniy gyviiny kultiirai, tieck per bandyma
naudojamo vandens kokybe. Kartu su vandens kokybés kriterijais, reguliariai vertinamais
per toksiSkumo vandens organizmams bandymus, gali biiti naudinga stebéti, ar netriksta
kokiy nors maistiniy medziagy (pvz., vitamino C, kalcio, fosforo), ir tuos trilkumus istaisyti,
taip pat tikrinti, ar néra per dideliy seleno ir vario kiekiy — pranesta, kad jie sukelia jvairiy
laipsniy skolioze laboratorijoje auginamoms Rana sp. ir Xenopus sp. varléms (Marshall
et al. (1980); Leibovitz ef al. (1992); Martinez et al. (1992); kaip pranesta FIFRA SAP
2013). Naudojant tinkamg Sérimo rezima (zr. 4 priedélj) ir reguliariai valant rezervuarus
pageréja bendra vandens kokybé ir bandomyjy gyviiny sveikatos biiklé.

Sérimo racionas

4 priedélyje pateikta konkreCiy rekomendacijy dél Sérimo raciono, kuris yra sékmingai
naudojamas per LAGDA bandymg. Rekomenduojama patikrinti paSaro Saltinius, ar juose
néra biologiniy toksiny, herbicidy ir kity pesticidy, kurie, kaip Zinoma, sukelia X. /aevis ar
kity vandens gyviiny skolioze (Schlenk ir Jenkins, 2013). PavyzdZiui, tam tikry
cholinesterazés inhibitoriy poveikis siejamas su zuvy (Schultz et al., 1985) ir varliy skolioze
(Bacchetta et al., 2008).
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