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II

(Ne teisékiiros procediira priimami aktai)

REGLAMENTAI

KOMISIJOS REGLAMENTAS (ES) Nr. 900/2014
2014 m. liepos 15 d.

kuriuo i§ dalies kei¢iamas Reglamentas (EB) Nr. 440/2008, nustatantis bandymy metodus pagal
Europos Parlamento ir Tarybos reglamenta (EB) Nr. 1907/2006 dél cheminiy medZiagy registracijos,
jvertinimo, autorizacijos ir apribojimy (REACH) siekiant ji suderinti su technikos pazanga

(Tekstas svarbus EEE)
EUROPOS KOMISIJA,
atsizvelgdama j Sutartj dél Europos Sajungos veikimo,

atsizvelgdama { 2006 m. gruodZzio 18 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamenta (EB) Nr. 1907/2006 dél cheminiy
medZiagy registracijos, jvertinimo, autorizacijos ir apribojimy (REACH), isteigiantj Europos cheminiy medZiagy agentiira,
i§ dalies keiCiantj Direktyva 1999/45/EB bei panaikinantj Tarybos reglamentg (EEB) Nr. 79393, Komisijos reglamenta
(EB) Nr. 1488/94, Tarybos direktyva 76/769/EEB ir Komisijos direktyvas 91/155/EEB, 93/67/EEB, 93/105/EB bei
2000/21/EB ('), ypac i jo 13 straipsnio 2 dalj,

kadangi:

(1) Komisijos reglamente (EB) Nr. 440/2008 () yra i§déstyti pagal Reglamenta (EB) Nr. 1907/2006 taikytini bandymy
metodai, skirti cheminiy medziagy fizikinéms ir cheminéms savybéms, taip pat toksiskumui ir ekotoksiskumui
nustatyti;

(2)  Reglamentg (EB) Nr. 440/2008 bitina atnaujinti — jtraukti EBPO neseniai patvirtintus prioritetinius naujus ir
atnaujintus bandymy metodus, taip siekiant atsizvelgti j technikos pazanga ir uZztikrinti, kad, laikantis Europos
Parlamento ir Tarybos direktyvos 2010/63/ES (*) nuostaty, bandymy tikslais biity naudojama maziau gyviny. Dél
Sio projekto konsultuotasi su suinteresuotaisiais subjektais;

(3) 3 reglamento pritaikyma prie techninés pazangos sudaro $esi nauji bandymy metodai, skirti toksiniam ir kitokiam
poveikiui sveikatai nustatyti; tai — toksinio poveikio nervy sistemos vystymuisi tyrimas, iSpléstinis toksinio
poveikio vienos kartos dauginimuisi tyrimas, transgeniniy grauziky in vivo geny mutacijos analizé, in vitro
poveikio steroidiniy hormony sintezei jvertinimo bandymas ir du in vivo estrogeninio ir (anti)androgeninio
poveikio jvertinimo metodai;

(4)  todél Reglamenta (ES) Nr. 440/2008 reikéty atitinkamai i§ dalies pakeisti;

(5) 8o reglamento nuostatos atitinka pagal Reglamento (EB) Nr. 1907/2006 133 straipsnj isteigto komiteto
nuomone,

() OLL396,200612 30, p. 1.

(*) 2008 m. geguzés 30 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 440/2008, nustatantis bandymo metodus pagal Europos Parlamento ir Tarybos
reglamentg (EB) Nr. 1907/2006 dél cheminiy medziagy registracijos, jvertinimo, autorizacijos ir apribojimy (REACH) (OL L 142,
2008 531, p.1).

(*) 2010 m. rugséjo 22 d. Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2010/63/EB dél mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsaugos (OLL 276,
2010 10 20, p. 33).



L 2472 Europos Sajungos oficialusis leidinys

2014 8 21

PRIEME S| REGLAMENTA;

1 straipsnis

Reglamento (EB) Nr. 440/2008 priedas i§ dalies kei¢iamas pagal $io reglamento prieda.

2 straipsnis

Sis reglamentas jsigalioja trecig dieng nuo jo paskelbimo Europos Sgjungos oficialiajame leidinyje.

Sis reglamentas privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje 2014 m. liepos 15 d.

Komisijos vardu
Pirmininkas
José Manuel BARROSO
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PRIEDAS

Reglamento (EB) Nr. 440/2008 priedas i$ dalies kei¢iamas taip:

[terpiami B.53, B.54, B.55, B.56, B.57 ir B.58 skyriai:

,B.53. TOKSINIO POVEIKIO NERVU SISTEMOS VYSTYMUISI TYRIMAS

IZANGA

1. Sis bandymy metodas atitinka EBPO Bandymy gaires (angl. OECD Test Guideline (TG)) Nr. 426 (2007). 1995 m.
birzelio mén. Kopenhagoje EBPO Toksinio poveikio dauginimuisi ir vystymuisi tyrimo darbo grupé aptaré poreikj
atnaujinti esamas EBPO toksinio poveikio dauginimuisi ir vystymuisi bandymy gaires ir parengti naujas dar neap-
tarty vertinamuyjy baig¢iy bandymy gaires (1). Darbo grupé rekomendavo toksinio poveikio nervy sistemos vysty-
muisi bandymy gaires rengti remiantis JAV aplinkos apsaugos agenttiros (angl. US EPA) gairémis; $ios gairés nuo
to laiko buvo pakeistos (2). 1996 m. birZelio mén. Kopenhagoje jvyko antras konsultacinis posédis, surengtas
siekiant padéti Sekretoriatui rengti naujy toksinio poveikio nervy sistemos vystymuisi bandymo gairiy projekts,
taip pat patarti dél pagrindiniy $iy gairiy punkty, pavyzdziui, dél dalyky, susijusiy su gyviny rasiy pasirinkimu,
doziy davimo laikotarpiu, bandymo laikotarpiu, vertinamosiomis baigtimis ir rezultaty vertinimo kriterijais. JAV
toksinio poveikio nervy sistemai rizikos vertinimo gairés paskelbtos 1998 m. (3). EBPO eksperty konsultacinis
posédis ir Tarptautinio gyvybés moksly instituto (angl. ILSI) Rizikos moksly instituto seminaras surengtas
2000 m. spalio mén., eksperty konsultacinis posédis jvyko 2005 m. Tokijuje. Sie posédZiai surengti moksliniams
ir techniniams klausimams, susijusiems su esamomis bandymy gairémis, aptarti; rengiant §j bandymy metoda
atsizvelgta | per posédzius pateiktas rekomendacijas (4) (5) (6) (7). Papildoma informacija apie Sio bandymy
metodo taikyma, aiskinimg ir terminus pateikiama EBPO Rekomendaciniame dokumente (angl. OECD Guidance
Document) Nr. 43 ,Reproductive Toxicity Testing and Assesment* (8) ir Nr. 20 ,Neurotoxicity Testing” (9).

PRADINIAI ASPEKTAI

2. Yra zinoma, kad kai kurios cheminés medziagos daro toksinj poveiki Zmoniy ir kity risiy gyviiny nervy sistemos
vystymuisi (10) (11) (12) (13). Galimg cheminés medziagos toksinj poveikj nervy sistemos vystymuisi gali prireikti
nustatyti tam, kad biity galima nustatyti ir jvertinti cheminés medziagos toksines savybes. Toksinio poveikio nervy
sistemos vystymuisi tyrimy tikslas — surinkti duomenis, jskaitant duomenis apie doziy ir atsako rysio ypatumus,
apie galimg funkcinj ir morfologinj poveikj palikuoniy nervy sistemos vystymuisi, galintj atsirasti toms medzia-
goms palikuonis veikiant gimdoje ir gyvenimo pradzioje.

3. Toksinio poveikio nervy sistemos vystymuisi tyrima galima atlikti kaip atskira tyrima, jtraukti j toksinio poveikio
dauginimuisi ir (arba) toksinio poveikio suaugusiy gyviny nervy sistemai tyrima (pvz., B.34 (14), B.35 (15),
B.43 (16) bandymy metodai) arba sujungti su toksinio poveikio prenataliniam vystymuisi tyrimu (pvz.,
B.31 bandymy metodas (17)). Jeigu toksinio poveikio nervy sistemos vystymuisi tyrimas jtraukiamas j kitg tyrima
arba sujungiamas su kitu tyrimu, batina iSlaikyti abiejy rasiy tyrimy vientisumg. Visi bandymai turéty atitikti
taikomus teisés aktus, valdzios institucijy ir jstaigy gaires dél laboratoriniy gyviiny naudojimo moksliniams tyri-
mams (pvz., 18).

4. Bandymy laboratorijos darbuotojai, prie§ atlikdami tyrima, turéty susipaZinti su visa turima informacija apie
bandomgja cheming medziagg. Si informacija — tai cheminés medziagos tapatumas ir struktiira, jos fizikinés ir
cheminés savybés, visy kity cheminés medziagos in vitro arba in vivo toksinio poveikio bandymy rezultatai,
giminingos struktfiros cheminiy medZziagy toksikologiniai duomenys ir numatomas (-i) medZiagos naudojimo
biidas (-ai). Si informacija yra reikalinga, kad visiems suinteresuotiesiems asmenims biity jrodyta, jog bandymas
yra svarbus Zmoniy sveikatai saugoti ir padés pasirinkti tinkamg prading dozg.

BANDYMU METODO PRINCIPAS

5. Bandomoji cheminé medziaga duodama gyviinams gestacijos ir laktacijos laikotarpiu. Bandymai su motininémis
patelémis atliekami siekiant jvertinti poveikj vaikingoms ir Zindancioms pateléms, jie taip pat gali suteikti palygi-
namosios informacijos (motininés patelés versus palikuonys). Palikuonys toksiniam poveikiui nervy sistemos vysty-
muisi jvertinti atrenkami i§ vady atsitiktine tvarka. Vertinimg sudaro stebéjimai, kuriais siekiama nustatyti bendras
neurologines ir elgsenos anomalijas, jskaitant fizinj vystymasi, elgsenos ontogenezg, motorinj aktyvuma, motoring
ir jutimine funkcijas, mokymasi ir atmintj; jj taip pat sudaro galvos smegeny masés ir neuropatologinis vertinimas
postnatalinio vystymosi ir brandos laikotarpiais.
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10.

Kai bandymy metodas yra taikomas kaip atskiras tyrimas, papildomai turimi kiekvienos grupés gyviinai gali biti
panaudoti konkretiems neurobihevioristiniams, neuropatologiniams, neurocheminiams arba elektrofiziologiniams
bandymams, kuriy rezultatais galima papildyti duomenis, gautus atliekant pagal §j bandymy metods rekomenduo-
jamus tyrimus (16) (19) (20) (21). Papildomi bandymai gali bati ypa¢ naudingi, kai praktiniai stebéjimai, numa-
tomas poveikis arba veikimo mechanizmo/biido duomenys atskleidzia, kad neurotoksiskumas yra specifinio pobii-
dzio. Sie papildomi bandymai gali bati taikomi ir motininéms pateléms, ir jaunikliams. Be to, dar galima atlikti
ex vivo arba in vitro bandymus, jei jais nekei¢iamas in vivo bandymy vientisumas.

PASIRENGIMAS BANDYMUI

Gyviiny riiSies parinkimas

Tinkamiausia bandomyjy gyviiny rasis yra ziurkes; jei reikia, galima naudoti kitas gyviiny rasis. Taciau reikéty
atkreipti démesij, kad pagal §j bandymy metodg nurodytas gestacinio ir postnatalinio laikotarpiy dieny skai¢ius yra
bidingas biitent dazniausiai naudojamy veisliy Ziurkéms; jeigu pasirenkama kita gyviiny rtsis arba ne dazniausiai
naudojama veislé, reikéty atitinkamai pakoreguoti dieny skaiiy. Kitos risies naudojimas turéty biti pagristas
toksikologiniais, farmakokinetikos ir (arba) kitais duomenimis. [ pagrindimga reikéty jtraukti informacija apie tai, ar
yra atlikti tos rasies postnatalinis neurobihevioristinis ir neuropatologinis vertinimai. Jeigu anksciau buvo atliktas
bandymas, per kurj kilo riipestj kelian¢iy klausimy, reikéty atkreipti démesj j risis/veisle, dél kurios kilo rtipestj
keliantis klausimas. Dél skirtingy veisliy ziurkéms badingy skirtingy elgsenos savybiy reikéty surinkti jrodymus,
kad pasirinktos veislés Ziurkés yra pakankamai vaisingos ir pakankamai jautrios. Kity rasiy patikimuma ir
jautrumg tiriant toksinj poveikj nervy sistemos vystymuisi reikéty pagristi dokumentais.

Laikymo ir $érimo sglygos

Bandomuyjy gyviny patalpos temperatiira turéty biti 22 + 3 °C. Nors santykiné oro drégmé turéty biiti maZiausiai
30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %, i$skyrus patalpos plovimo laika, reikéty siekti, kad ji baty 50-60 %.
Apsvietimas turéty bati dirbtinis, jo seka: 12 h viesos ir 12 h tamsos. Ap$vietimo ciklg taip pat galima keisti pries
poravimasi ir per tyrima, siekiant jvertinti funkcines ir elgsenos tamsoje (§vieciant raudonai $viesai), t. y. laiko-
tarpiu, kada gyviinai paprastai bina aktyvis, vertinamasias baigtis (22). Darant bet kokius $viesos ir tamsos ciklo
pakeitimus, reikéty numatyti pakankamai laiko aklimatizavimuisi, kad gyviinai galéty prisitaikyti prie naujo ciklo.
Gyvinams $erti tinka jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras, o geriamojo vandens kiekis neribojamas. Pasaro
ir vandens pobiidj reikéty aprasyti, abu reikéty istirti, ar juose néra tersaly.

Gyvinai narveliuose gali buti laikomi atskirai arba maZomis tos pacios lyties grupémis. Poruojama turéty biti
Siam tikslui pritaikytuose narveliuose. Pasitvirtinus susiporavimui arba ne véliau kaip 15 gestacijos dieng supo-
ruoti gyviinai turéty biti atskiriami ir laikomi po vieng atsivedimo arba veisimo narveliuose. Narveliai i§déstomi
taip, kad baity kiek jmanoma sumazintas bet koks galimas poveikis dél narvelio buvimo vietos. Artéjant atsive-
dimui, suporuotos patelés turéty bati apriipinamos tinkamomis ir nustatytomis gztos sukimo medZiagomis.
Gerai Zinoma, kad netinkamas elgesys su gyvinais arba stresas gestacijos metu gali turéti neigiamy padariniy, tarp
jy — biti prenatalinio vados netekimo, vaisiaus arba postnatalinio vystymosi pakitimy priezastimi. Siekiant apsi-
saugoti nuo vaisiaus praradimo dél veiksniy, nesusijusiy su bandomosios cheminés medziagos davimu, su gyvi-
nais gestacijos laikotarpiu reikéty elgtis atsargiai ir vengti iSorés veiksniy, pavyzdziui, pernelyg didelio iSorés
triuksmo, keliamo streso.

Gyviiny paruosimas

Reikéty naudoti sveikus dar bandymams nenaudotus ir prie laboratorijos salygy pripratintus gyvinus, nebent
tyrimas yra jtrauktas j kit tyrimg (zr. 3 punktg). Bandomieji gyviinai turéty bati apraSomi nurodant jy rasj, veisle,
Saltinj, lytj, mase ir amziy. Kiekvienam gyviinui reikéty priskirti unikaly identifikavimo numerj ir kiekviena
gyviing juo paZyméti. Kiek jmanoma, visy bandymo grupiy gyvinai turéty bati vienodos masés ir amZiaus ir
atitikti normalias tirlamos rsies ir veislés savybes. Kiekvienu dozés lygmeniu turéty biti naudojamos jaunos,
suaugusios, palikuoniy neturéjusios patelés. Reikéty vengti vieny tévy palikuoniy poravimo ir pasiriipinti, kad taip
nenutikty. 0 gestacijos diena (GD) yra vaginalinio kamscio ir (arba) spermos atsiradimo diena. Jeigu i tiekéjo
isigyjamos jau vaikingos patelés, reikéty joms leisti kurj laikg aklimatizuotis (pvz., 2-3 dienas). Apvaisintos patelés
atsitiktinés atrankos biidu suskirstomos j kontroling ir bandomaja grupes ir kuo tolygiau paskirstomos po visas
grupes (pvz., norint uZtikrinti vienoda paskirstymg po visas grupes, rekomenduojama taikyti stratifikuotg atsitik-
ting atrankg, pavyzdziui, pagal kiino mase). Grupése turéty biti po vienodg skaiiy to paties patino apvaisinty
pateliy.
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BANDYMO PROCEDURA

Gyviiny skaicius ir lytis

11.  Kiekvienoje bandymo ir kontrolinéje grupéje turéty bati pakankamas vaikingy pateliy, kurios bus veikiamos
bandomaja chemine medziaga, skaiCius tam, kad baty gauta pakankamai palikuoniy neurotoksiskumui vertinti.
Kiekvienu dozés lygmeniu i§ viso rekomenduojama naudoti po 20 vady. Grupéms galima taikyti kartotinio arba
$achmatinio dozavimo modelj, jeigu kiekvienoje grupéje uztikrinamas reikiamas bendras vady skaicius ir taikomi
tinkami statistiniai modeliai kartotinio dozavimo rezultatams apskaityti.

12. 4 postnataling dieng (PND) arba pries tai (atsivedimo diena yra 0 PND) kiekvienos vados jaunikliy skaic¢ius pakore-
guojamas i$imant atsitiktine tvarka atrinktus perteklinius jauniklius, kad visos vados biity vienodo dydzio (23).
Vados dydis neturéty virSyti naudojamos veislés grauziky vidutinio vados dydzio (8—12). Vadoje turéty bati, jeigu
tik tai jmanoma, po vienodg skaiCiy vyriskos ir moteriskos lyties jaunikliy. Selektyvus jaunikliy eliminavimas,
pvz., pagal kiino mase, nepriimtinas. Vadas standartizavus (atlikus brokavimg) pries atlickant tolesnj funkciniy
vertinamyjy baig¢iy bandyma, tie konkretis jaunikliai, kuriuos ketinama tirti prie§ nujunkyma, ir tie, kuriuos keti-
nama tirti po nujunkymo, turéty bhiti paZyméti unikalia Zyma, naudojant bet kurj tinkama humaniskg jaunikliy
zenklinimo metoda (pvz., 24).

Gyviny suskirstymas funkciniams ir elgsenos bandymams, galvos smegeny masés ir neuropatologiniam
jvertinimui

13.  Pagal § bandymy metoda galima taikyti jvairius biidus gyviinams, kuriems in utero ir laktacijos laikotarpiu bus
atliekami funkciniai ir elgsenos bandymai, vertinamas lytinis subrendimas, nustatoma galvos smegeny masé ir
atliekamas neuropatologinis vertinimas, suskirstyti (25). Tam tikrais atvejais papildomai galima atlikti ir kitus
neurobihevioristinés funkcijos (pvz., socialinés elgsenos), neurocheminius arba neuropatologinius bandymus, jeigu
dél to nebus paZeistas pagrindiniy reikalingy bandymy vientisumas.

14. Jaunikliai atrenkami i§ kiekvienos dozés grupés ir paskirstomi vertinamosioms baigtims vertinti 4 PND arba
veliau. Jauniklius reikéty atrinkti taip, kad per kiekvieng bandyma kiekvienos dozés grupéje i3 kiekvienos vados
buty, kiek tai yra jmanoma, paimta po lygiai abiejy lyc¢iy gyvany. Atliekant motorinio aktyvumo bandyma,
bandymai visais amzZiaus etapais iki nujunkymo atliekami su ta pacia vyriskos ir moteriskos lyties jaunikliy pora
(zr. 35 punktg). Atliekant visus kitus elgsenos bandymus, galima imti tas pacias arba skirtingas vyriskos ir mote-
riskos lyties gyviiny poras. Atliekant nujunkyty jaunikliy versus suaugusiy gyviny kognityvinés funkcijos
bandymus, gali tekti paskirti skirtingus jauniklius, taip siekiant i§vengti rezultaty iskraipymo dél amziaus ir dél
i$sidresavimo per ankstesnius ty rodikliy matavimus (26) (27). Pradéjus nujunkyma (21 PND) bandymams neat-
rinktus jauniklius galima humaniskai numarinti. Visus jaunikliy suskirstymo pakeitimus reikéty nurodyti. Statis-
tinis mato vienetas turéty bati vada (arba motininé patelé), ne jauniklis.

15.  Tyrimams iki ir po nujunkymo, kognityviniams bandymams, patologiniams tyrimams ir t. t. jauniklius galima
suskirstyti jvairiais biidais (1 pvz., parodyta bendra struktiira, 1 priedélyje pateikti paskirstymo pavyzdziai). Reko-
menduojamas minimalus gyviiny skai¢ius kiekvienos dozés grupéje atliekant tyrimus iki ir po nujunkymo yra

toks:

Klinikiniai stebéjimai ir kiino masé Visi gyviinai

I§samis klinikiniai stebéjimai Po 20 kiekvienos lyties (po 1 kiek-

vienos lyties i§ vados)

Galvos smegeny masé (po fiksavimo) 11-22 PND Po 10 kiekvienos lyties (po 1 i§
vados)

Galvos smegeny (nefiksuoty) masé ~70 PND Po 10 kiekvienos lIyties (po 1 is
vados)

Neuropatologija (panardinimas arba perfuziné fiksacija) 11-22 PND Po 10 kiekvienos lyties (po 1 i3
vados)

Neuropatologija (perfuziné fiksacija) ~70 PND Po 10 kiekvienos lyties (po 1 i§
vados)
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Lytinis subrendimas Po 20 kiekvienos lyties (po 1 kiek
vienos lyties i§ vados)

Kiti vystymosi parametrai (pasirinktinai) Visi gyviinai

Elgsenos ontogenezé Po 20 vienos lyties (po 1 kiek-
vienos lyties i§ vados)

Motorinis aktyvumas Po 20 vienos lyties (po 1 kiek-
vienos lyties i§ vados)

Motoriné ir jutiminé funkcijos Po 20 vienos lyties (po 1 kiek-
vienos lyties i§ vados)

Mokymasis ir atmintis Po 10 kiekvienos Iyties (3) (po 1 i§
vados)

(%) Pagal tai, kokio jautrumo kognityvinés funkcijos bandymas yra atlickamas, reikéty apsvarstyti galimybe tirti didesnio gyviny
skaiCiaus grupe, pvz., po vieng vyriskos ir moteriskos lyties gyving i§ kiekvienos vados (gyviny suskirstymas parodytas
1 priedélyje) (daugiau informacijos apie imties dydj pateikta EBPO Rekomendaciniame dokumente Nr. 43 (8)).

Dozavimas

16.  Turéty bati naudojamos maziausiai trijy dydziy dozés ir lygiagreciai naudojama viena kontroliné grupé. Dozés
turéty bati i$skirstomos intervalais taip, kad toksinis poveikis baity laipsniskas. Jei néra apribojimy dél fizikinio ir
cheminio cheminés medziagos pobiidzio arba biologiniy jos savybiy, turi bati pasirenkama tokia didziausia dozé,
kuri sukelty tam tikra toksinj poveikj motininei patelei (pvz., klinikinius poZymius, kiino masés augimo sumazé-
jima (ne daugiau kaip 10 %) ir (arba) biity gauta duomeny apie dozés apribojimus dél jos toksiskumo tiksliniam
organui). Didelés dozés riba pagal kiino mase gali bati 1000 mg vienam kano masés kg per dieng su tam tikromis
i$imtimis. PavyzdZiui, jei numatomas Zmoniy salytis su bandomaja chemine medziaga, gali paaiskéti, kad reikia
naudoti didesnio dydzio dozg¢. Taip pat reikéty atlikti parengtinius tyrimus arba preliminarius dozés dydzio inter-
valo nustatymo tyrimus ir jais nustatyti, iki kokio dydzio dozé motininei patelei yra minimaliai toksiska. Jeigu
atlikus standartinj toksiskumo vystymuisi tyrima arba parengtinj tyrimg yra nustatoma, kad bandomoji cheminé
medziaga yra toksiska vystymuisi, didZiausia dozé turéty bati maksimali dozé, kuri nesukelia pernelyg didelio
toksinio poveikio palikuonims, mirties in utero ir kg tik gimusiy jaunikliy mirties arba i$sigimimy, pakankamuy,
kad kliudyty atlikti prasminga toksinio poveikio nervy sistemai vertinima. Reikéty stengtis, kad maziausia dozé
bity tokia, kuri nesukelty jokiy toksinio poveikio motininei patelei arba vystymuisi, jskaitant nervy sistemos,
pozymiy. Kitus dozés dydzius reikéty pasirinkti mazéjancia tvarka taip, kad bity pastebétas kiekvienas su doze
susijes atsakas ir biity nustatyta nepastebéto neigiamo poveikio riba (NOAEL) arba aptikimo ribai artimas dozés
dydis, kad pagal tai bty galima nustatyti etaloning doz¢. Nustatant dozés dydj mazéjancia tvarka, intervalas, kai
dozés dydis skiriasi 2-4 kartus, daZnai biina optimalus; vietoj dideliy intervaly tarp doziy (pvz., kai jy dydis
skiriasi daugiau kaip 10 karty) daznai geriau naudoti papildomg ketvirta bandomaja grupe.

17.  Dozés dydziai turéty bati pasirenkami atsizvelgiant j visus turimus toksiskumo duomenis ir i papildoma informa-
cija apie bandomosios cheminés medziagos arba giminingy medziagy metabolizmo ir toksikokinetines savybes. Si
informacija taip pat gali padéti pagristi dozavimo rezimo tinkamumg. Galimybe dozes jaunikliams duoti tiesiogiai
reikéty svarstyti atsizvelgiant i saly¢io su bandomaja chemine medziaga ir farmakokineting informacija (28) (29).
Pries pradedant tyrimus, per kuriuos dozés buty duodamos tiesiogiai, reikéty atidZiai jvertinti naudg ir
trikumus (30).

18.  Lygiagreciai tiriama kontroliné grupé turéty bati medZiagos negaunanti kontroliné grupé arba nesiklj gaunanti
kontroliné grupé, jei bandomajai cheminei medZiagai duoti naudojamas nesiklis. Visiems gyviinams paprastai
turéty bati duodamas vienodas, matuojant pagal kiino mase, cheminés medZiagos arba nesiklio taris. Jei doziy
ruoSimui palengvinti naudojamas nesiklis arba kitas priedas, reikéty atsizvelgti j tokias jo charakteristikas: poveikj
bandomosios cheminés medzZiagos absorbcijai, pasiskirstymui, metabolizmui ar sulaikymui; poveikj bandomosios
cheminés medZziagos cheminéms savybéms, dél kurio gali pasikeisti jos toksiskumas; poveikj pasaro ar vandens
suvartojimui arba gyviiny jmitimui. NeSiklis neturéty kelti poveikio, kuris trukdyty aiskinti tyrimo rezultatus,
neurobihevioristiniu pozifiriu jis taip pat neturéty bati toksiskas ir neturéty veikti dauginimosi ar vystymosi. Jei
nesiklis yra naujas, turéty biiti naudojama ne tik nesiklj gaunanti kontroliné grupé, bet ir nieko negaunanti kont-
roliné grupé. Su kontrolinés (-iy) grupés (-iy) gyvinais reikia elgtis lygiai taip pat, kaip ir su bandymo grupés
gyvinais.
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Doziy davimas

19. Bandomoji cheminé medziaga arba nesiklis turéty bhiti duodamas tokiu biadu, kuris yra artimiausias galimo
zmogaus sglycio su ta medziaga biidui, remiantis turima metabolizmo ir pasiskirstymo bandomyjy gyviny orga-
nizme informacija. Dazniausiai duodama per virskinamgjj trakta (pvz., per zondg, kartu su paSaru, geriamuoju
vandeniu), bet kiti badai (pvz., per oda, kvépavimo takus) taip pat gali biiti taikomi atsizvelgiant i tai, kokie yra
zmogaus sglycio su ta medziaga ypatumai, tikétinas arba Zinomas biidas (iSsamesni paaiskinimai pateikti Reko-
mendaciniame dokumente Nr. 43(8)). Pasirinkta davimo bida reikéty pagristi. Bandomoji cheminé medZiaga
turéty bati duodama kiekvieng dieng mazdaug tuo paciu laiku.

20. Dozé kiekvienam gyviinui paprastai turéty biiti nustatoma atsizvelgiant j patj paskutinj jo svérimg. Taciau regu-
liuojant dozés dydj paskutinj gestacijos trimestra reikia imtis atsargumo priemoniy. Jei pastebima, kad toksinis
poveikis motininéms pateléms yra per didelis, jos turéty biti humaniskai numarinamos.

21. Bandomoji cheminé medziaga arba nesiklis suporuotoms pateléms turéty biiti duodamas ne reciau kaip karta per
dieng nuo implantacijos dienos (6 GD) iki laktacijos laikotarpio pabaigos (21 PND), kad jaunikliai biity bandomo-
sios cheminés medziagos veikiami prenatalinio ir postnatalinio nervy sistemos vystymosi laikotarpiais. AmzZius,
nuo kurio pradedama duoti dozes, ir doziy davimo trukmé bei daznumas gali biiti koreguojami, jeigu pagal
turimus duomenis tokia bandymo struktiira yra artimesné Zmogaus patiriamam poveikiui. Doziy davimo kity
rasiy gyvinams trukme reikéty pakoreguoti taip, kad biity uZztikrinta, kad gyviinai gauty bandomosios medziagos
visais ankstyvaisiais smegeny vystymosi etapais (t. y. prenatalinj ir ankstyvajj postnatalinj Zmogaus galvos
smegeny augimg atitinkanciais laikotarpiais). Dozes galima pradéti duoti nuo gestacijos pradzios (0 GD), taciau
reikéty atsizvelgti | tai, kad bandomoji cheminé medziaga gali sukelti priesimplantacinius nuostolius. Jei dozes
bty pradedama duoti 6 GD, Sios rizikos biity i$vengiama, bet tada vystymosi etapais nuo 0 iki 6 GD bandymas
nevykty. Jeigu laboratorija jsigyja jau suporuotus gyvinus, dozes duoti nuo 0 GD yra nejmanoma, taigi 6 GD
bty tinkama pradiné diena. Bandymy laboratorija turéty nustatyti dozavimo reZimg, remdamasi atitinkama infor-
macija apie bandomosios cheminés medziagos poveikj, ankstesne patirtj ir logistikos aspektus; be kity dalyky ji
gali pratesti doziy davimg ir po nujunkymo. Jaunikliy atsivedimo dieng gyvinams doziy reikéty neduoti, jei jie
atsivedé dar ne visus palikuonis. DaZniausiai daroma prielaida, kad jaunikliai bus veikiami per motinos pieng;
taciau, kai neturima pakankamai jrodymy, kad jaunikliai bus veikiami nepertraukiamai, reikéty svarstyti galimybe
dozes duoti jaunikliams tiesiogiai. Nepertraukiamo veikimo jrodymy galima gauti, pvz., i§ farmakokinetinés infor-
macijos, toksiskumo palikuonims arba biologiniy zZymekliy poky¢iy (28).

STEBEJIMAI

Motininiy pateliy stebéjimas

22.  Visas motinines pateles reikéty bent kartg per dieng apziaréti jy sveikatos biklei nustatyti ir patikrinti, ar jos
negaista ir ar nenugaiso.

23.  Doziy davimo ir stebéjimo laikotarpiais periodiskai (bent karta, kai dozés duodamos gestaciniu laikotarpiu, ir
dukart, kai dozés duodamos laktaciniu laikotarpiu) reikéty atlikti i$samesnius klinikinius stebéjimus, stebint bent
po desimt motininiy pateliy kiekvienu dozés lygmeniu. Gyviinai turéty baiti stebimi ne narvelyje, kuriame yra
laikomi, stebéjimus turi atlikti parengti techniniai darbuotojai, neZinantys apie gyviinams duodamas dozes, naudo-
dami standartizuotas procediiras, padedancias sumazinti stresg gyviinams ir stebétojo Saliskuma ir kuo labiau
padidinti skirtingy stebétojy gauty rezultaty patikimuma. Jeigu jmanoma, biity gerai, jei stebéjimus per vieng
tyrimga atlikty tas pats techninis darbuotojas.

24.  Pastebéjus pozymiy, juos reikéty uzraSyti. Jeigu jmanoma, taip pat reikéty uzraSyti stebimy poZymiy stiprumg.
Klinikiniai stebéjimai turéty apimti odos, kailio, akiy, gleiviniy, sekrecijy daznj ir autonominj aktyvuma (pvz.,
asarojimg, plauky pasiausima, vyzdziy dydj, nejprasta kvépavimg ir (arba) kvépavima per burng, visus nejprastus
Slapinimosi arba tustinimosi poZymius), taciau neapsiriboti vien tuo.

25.  Taip pat turéty buti paZyméta bet kokia nejprasta reakcija, susijusi su kino padétimi, aktyvumo lygiu (pvz.,
naudojimosi tipiniu plotu sumaZzéjimas arba padidéjimas) ir judesiy koordinacija. Turéty bati uZraomi eisenos
(pvz., krypuojanti eisena, ataksija), laikysenos (pvz., kuprojimasis), reakcijos i elgesi su gyvinu, vietg arba kitus
aplinkos dirgiklius pakitimai, taip pat kloniniy arba toniniy judesiy, traukuliy arba drebulio buvimas, stereotipinis
elgesys (pvz., besaikis valymasis, nejprasti galvos judesiai, nuolatinis sukimasis ratu), keistas elgesys (pvz., kandzio-
jimasis arba per didelis laizymasis, Zalojimasis, vaiki¢iojimas atbulomis, vokalizacija) arba agresija.
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26.  Toksinio poveikio poZymius, jskaitant jy atsiradimo pradzig, paros meta, laipsnj ir trukme, reikéty uZzrasyti.

27.  Gyvunus reikéty sverti, kai jiems duodamos dozés, per visg tyrima: bent karta per savaite, jaunikliy atsivedimo
arba artimg jam dieng ir 21 PND (nujunkymo diena). Jeigu tyrime naudojamas zondas, motininés patelés turéty
bati sveriamos bent dukart per savaitg. Prireikus po kiekvieno kiino masés matavimo dozes reikéty koreguoti.
PaSaro suvartojima gestacijos ir laktacijos laikotarpiais reikéty matuoti bent karta per savaite. Vandens suvartojimg
reikéty matuoti bent kartg per savaite, jeigu gyviinas yra veikiamas per vanden;.

Palikuoniy stebéjimas

28.  Visus palikuonis reikéty bent karta per dieng atidziai apZziaréti, ar nepasireiskia toksinio poveikio poZymiai, ar jie
negaista ir ar nenugaiso.

29. Doziy davimo ir stebéjimo laikotarpiais reikéty atlikti iSsamesnius palikuoniy klinikinius tyrimus. Palikuonius
(bent po vieng kiekvienos lyties jauniklj i§ vados) turéty stebéti parengti techniniai darbuotojai, neZinantys apie
gyvinams duodamas dozes, naudodami standartizuotas procediiras, padedancias sumazinti $aliskuma ir kuo
labiau padidinti skirtingy stebétojy gauty rezultaty patikimuma. Jeigu jmanoma, biity gerai, jei stebé¢jimus atlikty
tas pats techninis darbuotojas. Reikéty stebéti bent 24 ir 25 punktuose aptartas stebimu vystymosi laikotarpiu
aktualias vertinamasias baigtis.

30. Visus toksinio poveikio palikuonims poZymius, iskaitant jy atsiradimo pradzig, paros metg, laipsnj ir trukme,
reikéty uZrasyti.

Fiziniai ir vystymosi parametrai

31.  Vystymosi parametry iki nujunkymo poky¢iai (pvz., ausies kauselio issilyginimas, akiy atsivérimas, kandZziy prasi-
kalimas) yra glaudziai susije su kiino mase (30) (31). Kiino masé gali buti geriausias fizinio vystymosi rodiklis.
Todél atlikti vystymosi parametry matavimus yra rekomenduojama tik tada, kai turima jrodymy, kad i§ $iy verti-
namyjy baig¢iy bus gauta papildomos informacijos. Siy parametry vertinimo laikas nurodytas 1 lenteléje. Pagal
tai, kokio poveikio tikimasi, ir tai, kokie yra pradiniai matavimo rezultatai, gali bati tikslinga numatyti papildomus
laiko momentus arba matavimus atlikti kitais vystymosi etapais.

32.  Vertinant fizinj vystymasi, rekomenduotina tyrima atlikti postkoitaliniu, o ne postnatalinio amziaus etapu (33).
Jeigu bandymai su jaunikliais atlieckami nujunkymo dieng, Siuos bandymus rekomenduojama atlikti iki faktinio
nujunkymo, kad dél patiriamo su nujunkymu susijusio streso rezultatai nebity iSkreipiami. Be to, dvi dienas po
nujunkymo nereikéty atlikti jokiy jaunikliy bandymuy, atliktiny po nujunkymo.

1 lentelé

Fiziniy ir vystymosi parametry bei funkciniy/elgsenos vertinamyjy baig¢iy vertinimo laikas (?)

AmZiaus tarpsniai Lo T Jauni suauge
Vertinamosios baigtys Iki nujunkymo () Paauge jaunikliai () gyvinai ()
Fiziniai ir vystymosi parametrai
Kiino masé ir klinikiniai stebéjimai Kas savaitg () Ne reciau kaip kas | Ne reciau kaip kas
dvi savaites dvi savaites
Galvos smegeny masé 22 PND (9) Bandymo pabai-
goje
Neuropatologija 22 PND (9 Bandymo pabai-
goje
Lytinis subrendimas — Pagal poreikj —
Kiti vystymosi parametrai () Pagal poreikj — —
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Amiziaus tarpsniai Lo b e Jauni suauge
Vertinamosios baigtys Iki nujunkymo () Paauge jaunikliai (%) qyviinai ()
Funkcinés/elgsenos vertinamosios baigtys
Elgsenos ontogenezé Ne maziau kaip

du matavimai

Motorinis aktyvumas (jskaitant jprociy formavi- 1-3 kartus () — Vieng kartg
masi)
Motoriné ir jutiminé funkcijos — Vieng kartg Vieng kartg
Mokymasis ir atmintis — Viena kartg Vieng kartg

() Sioje lenteléje nurodoma, kiek maziausiai karty reikéty atlikti matavimus. Pagal tai, kokio poveikio tikimasi, ir tai, kokie yra
pradiniai matavimo rezultatai, gali bati tikslinga numatyti papildomus laiko momentus (pvz., senesni gyviinai) arba mata-
vimus atlikti kitais vystymosi etapais.

(*) Bandymy su jaunikliais rekomenduojama neatlikti dvi dienas po nujunkymo (zr. 32 punkts). Rekomenduojamas bandymy
su paaugusiais jaunikliais amzZius: mokymasis ir atmintis = 25 + 2 PND; motoriné ir jutiminé funkcijos = 25 + 2 PND. Reko-
menduojamas bandymy su jaunais suaugusiais gyviinais amzius yra 60-70 PND.

(9 Kino mase reikéty matuoti bent du kartus per savaite, kai dozés jaunikliams duodamos tiesiogiai, kad tuo atveju, jeigu kino
masé sparciai auga, dozes bty galima pakoreguoti.

() Galvos smegeny mas¢ ir neuropatologija, jei reikia, galima vertinti kuriuo nors ankstesniu etapu (pvz., 11 PND)
(Zr. 39 punkta).

(9 Kiti vystymosi parametrai, ne tik kiino masé (pvz., akiy atsivérimas) taip pat turéty biti prireikus uzraSomi (7r. 31 punkta).

() Zr. 35 punktg.

33. Reikéty suskaiciuoti gyvus jauniklius ir nustatyti jy lyti, pvz., vizualiai jvertinti arba iSmatuoti anogenitalinj
atstumg (34) (35), kiekvieng vados jauniklj reikéty atskirai pasverti vos atsivesta ar netrukus po atsivedimo, bent
kartg per savaite laktacijos laikotarpiu, o véliau — bent kartg per dvi savaites. Vertinant lytinj subrendima, reikéty
nustatyti bent vieno kiekvienos vados patinélio ir vienos patelés amziy ir kiino mas¢, kada susiformuoja
makstis (35) arba atsiskiria apyvarpé (37).

Elgsenos ontogenezé

34.  Tiriant pasirinkty elgsenos rodikliy ontogenezg, bent po vieng kickvienos lyties jauniklj i§ vados reikéty vertinti
atitinkamu amZiaus laikotarpiu, visas bandymo dienas visiems elgsenos rodikliams vertinti naudojant tuos pacius
jauniklius. Matavimo dienos turéty bti tolygiai paskirstytos per tg laikotarpj; turéty bati apraSomi jprasti arba su
dozés davimu susije tos elgsenos ontogenezés pokyciai (38). Stai keletas elgsenos rodikliy, kuriy ontogeneze biity
galima vertinti, pavyzdziy: iSsitiesimo refleksas, neigiamas geotaksis (angl. negative geotaxis), motorinis akty-
vumas (38) (39) (40).

Motorinis aktyvumas

35.  Motorinj aktyvumg reikéty stebéti (41) (42) (43) (44) (45) laikotarpiu iki nujunkymo ir gyvinui suaugus. Dél
bandymy nujunkymo laikotarpiu Zr. 32 punkta. Bandymo sesija turéty trukti pakankamai ilgai, kad baty galima
matyti, jog doziy negaunantys kontrolinés grupés gyviinai priprato prie bandymo sesijos salygy. Motorinj akty-
vumg itin rekomenduojama naudoti elgsenos ontogenezei vertinti. Kai jis naudojamas kaip elgsenos ontogenezés
kriterijus, visose bandymo iki nujunkymo sesijose reikéty naudoti tuos pacius gyvinus. Bandymas turéty bati
atliekamas pakankamai daznai, kad bty galima jvertinti pripratimo prie sesijos salygy ontogeneze (44). Tam iki
nujunkymo dienos jskaitytinai gali prireikti jvertinti tris arba daugiau laikotarpiy (pvz., 13, 17, 21 PND).
Bandymus su tais paciais arba tos pacios vados gyviinais dar reikéty atlikti gyviinams suaugus, artéjant tyrimo
pabaigai (pvz., 60-70 PND). Bandymus kitomis dienomis galima atlikti papildomai pagal poreiki. Motoriniam
aktyvumui stebéti reikéty naudoti automatizuota aktyvumo fiksavimo prietaisa, kuriuo baty galima nustatyti akty-
vumo didéjimg ir maZéjimg (t. y. pradiné prietaisu i$matuoto aktyvumo reik§mé neturéty biti nei tokia maza, kad
nebity galima nustatyti jo sumazéjimo, nei tokia didelé, kad nebiity galima nustatyti aktyvumo padidéjimo). Kiek-
vieng prietaisg reikéty patikrinti pagal standartines procedaras, siekiant, kiek jmanoma, uztikrinti patikima
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skirtingy prietaisy veikima visomis dienomis. Prietaisus bandomosioms grupéms reikéty paskirstyti kuo propor-
cingiau. Bandymg reikéty atlikti atskirai su kiekvienu gyvinu. Bandymy laika bandomosioms grupéms reikéty
proporcingai paskirstyti, kad biity iSvengta rezultaty iskraipymo dél cirkadinio aktyvumo ritmo. Reikéty stengtis
uztikrinti, kad bandymo salygos kuo maziau skirtysi ir nebity sistemiskai susietos su doziy davimu. Tarp kinta-
myjy, kurie gali paveikti daugelj elgsenos maty, jskaitant motorinj aktyvuma, yra: bandymo narvelio triuk§mo
izoliacija, dydis ir forma, temperatiira, santykiné drégmé, ap$vietimo sglygos, kvapai, narvelio, kuriame gyviinas
laikomas nuolat, arba naujo bandymy narvelio naudojimas ir aplinkos dirgikliai.

Motoriné ir jutiminé funkcijos

36. Motoring ir jutiming funkcijas reikéty nuodugniai istirti bent vieng karta per paaugusio jauniklio amziaus laiko-
tarpj ir vieng kartg per jauno suaugusio gyvino amziaus laikotarpi (pvz., 60-70 PND). Dél bandymy nujunkymo
laikotarpiu Zr. 32 punkta. Bandymuy reikéty atlikti pakankamai — tiek, kad biity gautas reikiamas skaicius kieky-
biniy jutiminio modalumo (pvz., somatosensorinio, vestibuliarinio) ir motoriniy funkcijy (pvz., jégos, koordina-
cijos) pavyzdziy. Keletas motorinés ir jutiminés funkcijy pavyzdziy: ekstenzoriaus iStiesimo reakcija (46), isitie-
simo refleksas (47) (48), pripratimas prie garsinio dirgiklio (40) (49) (50) (51) (52) (53) (54), sukeltasis poten-
cialas (55).

Mokymosi ir atminties bandymai

37.  Asociatyvaus mokymosi ir atminties bandyma reikéty atlikti po nujunkymo (pvz., 25 + 2 dieng) ir tam naudoti
jaunus suaugusius gyviinus (60 PND amZiaus ir vyresnius). Dél bandymy nujunkymo laikotarpiu zr. 32 punkta.
Siais dviem vystymosi etapais galima atlikti ta patj arba kita (-us) bandyma (-us). Pasirenkant bandymg (-us) nujun-
kyty ir suaugusiy Ziurkiy mokymuisi ir atmin¢iai tirti, leidZiamas tam tikras lankstumas. Ta¢iau bandymas (-ai)
turéty bati parengtas (-i) taip, kad atitikty du kriterijus. Pirma, mokymasis turéty bati vertinamas kaip pokytis,
kuris jvyksta per keletg kartojamy bandymy arba sesijy arba, kai bandymas yra vienas, kaip bisenos pokytis dél
neasociatyvaus mokymosi patirties poveikio. Antra, per bandyma (-us) reikéty tirti ne tik pradinj mokymasi
(igtdziy igijima), bet ir tam tikrg atminties matg (trumpalaike arba ilgalaike atmintj), taciau $io atminties mato
negalima aprasyti tol, kol per ta patj bandyma nebus jvertintas jgtidziy igijimas. Jeigu mokymosi ir atminties
bandymas (-ai) atskleidZia bandomosios cheminés medziagos poveiki, galima apsvarstyti galimybe atlikti papil-
domg (-us) bandyma (-us), kad remiantis jutiminiy, motyvacijos ir (arba) motoriniy gebéjimy poky¢iais bty
galima atmesti alternatyvius aiskinimus. Mokymosi ir atminties bandymy metods, be paminéty dviejy kriterijy,
dar rekomenduojama pasirinkti pagal jo jautrumg tiriamosios cheminés medziagos klasés medziagoms, jeigu lite-
ratiroje esama tokios informacijos. Jeigu tokios informacijos néra, tai bandymai, kuriuos baty galima atlikti
laikantis nurodytyjy kriterijy, pavyzdziui, yra Sie: pasyvaus vengimo (angl. passive avoidance) (43) (56) (57),
gebéjimo prisiminti tam tikrg padétj po pertraukos (angl. delayed-matching-to-position), kai tiriamos suaugusios
ziurkés (58) ir Ziurkiy jaunikliai (59), poveikio per uosle (angl. olfactory conditioning) (43) (60), Morris vandens labi-
rinto (angl. Morris water maze) (61) (62) (63), Biel arba Sinsinacio labirinto (angl. Biel or Cincinnati maze) (64) (65),
radialiniy atSaky labirinto (angl. radial arm maze) (66), T labirinto (angl. T-maze) (43), nuo rezimo priklausancios
elgsenos susiformavimo ir i$likimo (angl. acquisition and retention of schedule-controlled behaviour) (26) (67) (68). Lite-
ratiiroje aptariami ir kiti bandymai, skirti nujunkytoms (26) (27) ir suaugusioms Ziurkéms (19) (20).

Nekroskopija
38.  Po palikuoniy nujunkymo galima atlikti motininiy gyviiny eutanazija.

39.  Neuropatologinis palikuoniy vertinimas bus atlickamas naudojant 22 PND arba anksciau, 11-22 PND, ir tyrimo
pabaigoje humaniskai numarinty gyviiny audinius. Tiriant 22 PND numarintus palikuonis, reikéty vertinti jy
galvos smegeny audinius; tiriant tyrimo pabaigoje numarintus gyvinus — ir centrinés nervy sistemos (CNS), ir
periferinés nervy sistemos (PNS) audinius. 22 PND arba anks¢iau numarinti gyviinai gali bati fiksuojami panardi-
nant | fiksatyvg arba perfuzinés fiksacijos bidu. Tyrimo pabaigoje numarinti gyviinai turéty bati fiksuojami perfu-
zinés fiksacijos budu. Visi audiniy méginiy paruo$imo aspektai nuo gyviiny perfuzijos iki audiniy méginiy i$pjo-
vimo, audiniy paruosimo ir objektiniy stikleliy dazymo turéty buti tarpusavyje taip suderinti, kad kiekvienoje
partijoje biity reprezentatyviy méginiy i§ kiekvienos dozés grupés. ISsamesnés neuropatologiniy tyrimy gairés
isdéstytos EBPO Rekomendaciniame dokumente Nr. 20 (9), taip pat Zr. (103).

Audiniy méginiy paruosimas

40.  Visas pagrindines per nekroskopija pastebétas anomalijas reikéty registruoti. Paimti audiniy méginiai turéty atspin-
déti visas pagrindines nervy sistemos sritis. Audiniy méginius reikéty laikyti tinkamame fiksatyve ir tirti pagal
standartizuotus paskelbtus histologiniy tyrimy protokolus (69) (70) (71) (103). CNS ir PNS audinius galima jterpti
i parafing, ta¢iau kai reikalinga didesné rezoliucija (pvz., tiriant periferinius nervus, kai jtariama periferiné neuro-
patija ir (arba) kai atlickama morfometriné periferiniy nervy analizé), po fiksavimo gali bati tikslinga naudoti osmj
ir jterpti i epoksiding derva. Morfometrinei analizei atlikti visais dozés lygmenimis paimti galvos smegeny audiniai
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turéty bati jterpti | tinkamg terpe tuo paciu metu, siekiant i§vengti artefakty susitraukimo dél pernelyg ilgo
laikymo fiksatyve (6).

Neuropatologinis tyrimas
41.  Sio kokybinio tyrimo paskirtis:

i) nustatyti nervy sistemos sritis, kuriose yra neuropatologiniy poky¢iy poZymiy;
ii) nustatyti neuropatologiniy poky¢iy, kurie atsirado dél veikimo bandomaja chemine medziaga, pobadj; ir
ii) nustatyti neuropatologiniy poky¢iy sunkumo intervala.

Reprezentatyvius histologiniam tyrimui skirtus audiniy méginiy mikroskopu turéty istirti tinkamai parengtas
patologas, kuris nustatyty, ar esama neuropatologiniy poky¢iy poZymiy. Visus neuropatologinius poky¢ius reikéty
jvertinti subjektyviu balu, Zyminciu poky¢io dydj. 22 PND arba anks¢iau humaniskai numarinty gyviiny galvos
smegeny dalims jvertinti gali pakakti hematoksilino ir eozino dazy. Tadiau tyrimo pabaigoje numarinty gyviny
CNS ir PNS audiniy dalims tirti rekomenduojama naudoti mielino dazus (pvz., luxol fast blue/cresyl violet) ir sidabra-
vimo daZus (pvz., Bielschowsky arba Bodian). Remiantis profesionalia patologo nuomone ir pagal tai, kokio pobi-
dzio pakitimy pastebéta, galima apsvarstyti galimybe naudoti kitus dazus, skirtus konkretiems pakitimams nus-
tatyti ir apibidinti (pvz., glialinio fibrilinés rigsties baltymo (GFAP) arba lektino histocheminj dazyma glialiniams
ir mikroglialiniams poky¢iams jvertinti (72), Fluoro-Jade dazus nekrozei nustatyti (73) (74) arba sidabravimo dazus,
skirtus neurony degeneracijai nustatyti (75)).

42.  Reikéty atlikti morfometrinj (kiekybinj) vertinima, nes jo duomenys gali padéti nustatyti su dozés davimu susijusj
poveikj ir yra vertingi aiskinant su dozés davimu susijusius galvos smegeny masés arba morfologijos skir-
tumus (76) (77). Kad biity galima atlikti morfometrinj vertinima, reikéty paimti ir paruosti nervy audinio méginj.
Morfometrinj vertinimg gali sudaryti, pvz., konkre¢iy smegeny sriciy tiesiniai arba zoniniai matavimai (78). Tiesi-
niams arba zoniniams matavimams atlikti reikia naudoti homologiskus kruopsciai pagal patikimus mikroskopi-
nius parametrus pasirinktus pjavius (6). Stereologija galima naudoti, kai norima nustatyti su dozés davimu susijusj
poveikj tokiems parametrams kaip konkre¢iy neuroanatominiy sri¢iy dydis ar lasteliy skaicius (79) (80) (81)
(82) (83) (84).

43.  Smegenis reikéty istirti, ar néra su dozés davimu susijusiy neuropatologiniy pokyc¢iy; norint uZztikrinti, kad tyrimas
bity nuodugnus, i§ visy svarbiausiy smegeny sri¢iy (pvz., uoslés svogiinéliy, smegeny Zievés, hipokampo, baza-
liniy ganglijy, gumburo, pogumburio, viduriniy smegeny (keturkalnio, smegeny dangcio ir smegeny kojy¢iy), tilto,
pailgyjy smegeny, smegenéliy) reikéty paimti pakankamai méginiy. Svarbu, kad tiriant visus gyviinus bty imami
tos pacios plokstumos pjaviai. I§ tyrimo pabaigoje humaniskai numarinty gyviiny reikéty paimti reprezentatyvius
nugaros smegeny ir PNS pavyzdzius. Tarp tiriamy sri¢iy turéty bati akis su regos nervu ir tinklaine, nugaros
smegenys kaklo ir juosmens sustoréjimy vietose, uzpakalinés ir priekinés nugaros smegeny Saknelés pluostai,
proksimalinis sédmens nervas, proksimalinis blauzdikaulio nervas (prie kelio) ir blauzdikaulio nervo 3akos j
blauzdos raumenj. Nugaros smegeny ir periferinés nervy sistemos pjiviai turéty bati ir kryZminiai arba skersiniai,
ir isilginiai.

44.  Atliekant neuropatologinj vertinima reikéty tirti ne tik lasteliy poky¢ius (pvz., neurony vakuolizacija, degeneracija,
nekroze) ir audiniy pokycius (pvz., glioze, leukociting infiltracija, cisty susiformavima), bet ir tai, ar néra nervy
sistemos vystymosi pazeidimy pozymiy (6) (85) (86) (87) (88) (89). Siuo poziiiriu svarbu, kad su dozés davimu
susijes poveikis bty atskirtas nuo normalaus vystymosi poZymiy, kurie atsiranda numarinimo laika atitinkan-
¢iame vystymosi etape (90). ReikSmingy pokyc¢iy, rodanciy vystymosi sutrikimus, pavyzdziai (sarasas néra
baigtinis):

— uoslés svogunéliy, didZiyjy galvos smegeny arba smegenéliy bendro dydzio arba formos poky¢iai;

— jvairiy galvos smegeny sriciy (pvz., smegenéliy iorinio uzuomazginio sluoksnio, didZiosios smegeny jungties)
santykinio dydzio poky¢iai, jskaitant jy sumazéjima arba padidéjimg dél lasteliy populiacijy, kurios paprastai
biina kintanc¢ios, mazéjimo ir ilgesnio nei jprastai gyvavimo, taip pat dél aksony projekcijy;

— proliferacijos, migracijos ir diferenciacijos poky¢iai, kuriuos atspindi pernelyg didelés apoptozés arba nekrozés
plotai, ektopiniy, sutrikdytos orientacijos arba pakitusios sandaros neurony populiacijy grupés arba issklai-
dytos populiacijos, santykinio jvairiy Zievés sluoksniy struktiry dydzio pokyciai;
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— mielino kaupimosi poky¢iai, jskaitant bendrg struktiiry, kuriose kaupiasi mielinas, dydZio sumazéjimg arba
pokycius;

— hidrocefalijos pozymiai, ypa¢ skilveliy padidéjimas, smegeny vandentiekio stenozé ir smegeny pusrutuliy
suplonéjimas.

Dozés ir atsako tarpusavio rySys neuropatologiniy pokyc¢iy atveju

45.  Kokybinei ir kiekybinei neuropatologinei analizei atlikti rekomenduojama taikyti toliau aptartg nuoseklyjj metoda.
I§ pradziy lyginami didelés dozés ir kontrolinés grupés gyviiny audiniy dalys. Jeigu didelés dozés grupés gyvi-
nams neuropatologiniy pakitimy nenustatoma, toliau analizuoti nereikia. Jeigu didelés dozés gyviny grupéje
nustatomi neuropatologiniai poky¢iai, tada tiriami vidutinés ir maZos dozés grupiy gyviinai. Jeigu didelés dozés
grupé nebetiriama dél nugai§imo arba kito rezultatus iskreipiancio toksiskumo, reikéty tirti, ar neuropatologiniy
poky¢iy néra didelés ir vidutinés dozés grupése. Jeigu maZzesniy doziy grupése pastebima toksinio poveikio nervy
sistemai poZymiy, atliekama $iy grupiy gyviny neuropatologiné analizé. Jeigu atliekant kokybinius arba kiekybi-
nius tyrimus yra nustatomi su dozés davimu susij¢ neuropatologiniai poky¢iai, reikéty, remiantis visy doziy
grupiy gyviiny vertinimu, nustatyti paZeidimy arba morfometriniy poky¢iy pasireiskimo, daznumo ir laipsnio
priklausomybe nuo dozés. Per §j vertinimg reikéty vertinti visas galvos smegeny sritis, kuriose pastebéta neuropa-
tologiniy poky¢iy pozymiy. Apibaidinant kiekvieno pobtidzio pazeidima reikéty apibrézti kriterijus, pagal kuriuos
yra nustatomas kiekvienas paZeidimo laipsnis, ir nurodyti pozymius, pagal kuriuos kiekvienas laipsnis yra atski-
riamas. Kiekvieno pobiudzio pazeidimo daznumg ir sunkumo laipsnj reikéty uzrasyti, paskui atlikti statisting
analizg ir jvertinti dozés ir atsako tarpusavio rysio pobiidj. Rekomenduojama naudoti koduotus objektinius stikle-
lius (91).

DUOMENYS IR ATASKAITA

Duomenys

46. Duomenys pateikiami atskirai ir apibendrinami lentelése, nurodant kiekvienos bandymo grupés pakitimy pobadi,
motininiy pateliy skai¢iy, palikuoniy skaiciy pagal Iytis ir vadas, kuriose atsirado kiekvienos riisies pakitimy. Jeigu
palikuonys buvo tiesiogiai veikiami postnataliniu laikotarpiu, reikéty nurodyti veikimo btda, trukme ir laikotarpj.

Rezultaty jvertinimas ir aiSkinimas

47.  Neurotoksiskumo vystymuisi tyrimas suteiks informacijos apie kartotinio saly¢io su chemine medziaga poveikj in
utero ir ankstyvuoju postnatalinio vystymosi laikotarpiu. Kadangi akcentuojamos ir bendrojo toksiskumo, ir toksis-
kumo vystymuisi vertinamosios baigtys, tyrimo rezultatai leis atskirti poveikj nervy sistemos vystymuisi, kai néra
bendrojo motininés patelés toksiskumo, ir poveikj, kuris sukeliamas tik esant koncentracijai, kuri toksiska ir moti-
niniam gyviinui (27). Kadangi tyrimo struktira, statistiné analizé ir biologinis duomeny reik§mingumas yra susije
sudétingais rySiais, norint tinkamai interpretuoti neurotoksiSkumo vystymuisi duomenis, reikés remtis eksperty
vertinimu (107) (109). Bandymo rezultatams aiskinti reikéty taikyti jrodomosios vertés analiz¢ (20) (92) (93) (94).
Reikéty aptarti elgsenos arba morfologiniy duomeny, jei tokiy gauta, modelius, taip pat duomenis apie dozés ir
atsako ry$i. | §j apibGdinimg reikéty jtraukti duomenis visy ty tyrimy, kurie bity svarbis vertinant neurotoksis-
kumg vystymuisi, jskaitant Zmoniy epidemiologinius tyrimus arba konkreciy atvejy ataskaitas, tyrimus su bando-
maisiais gyviinais (pvz., toksikokinetinius duomenis, informacijg apie struktiira ir aktyvumg, kity toksiskumo
tyrimy duomenis). Taip pat reikéty jtraukti duomenis apie bandomosios cheminés medziagos dozés ir neurotok-
siskumo kiekvienos lyties gyviinams tarpusavio ry$io buvima arba nebuvima, daznuma ir masta (20) (95).

48.  Vertinant duomenis reikéty aptarti ir biologini, ir statistinj reikSminguma. I statisting analize reikéty Zvelgti kaip |
priemoneg, kuri duomenis padeda aiskinti, o ne nulemia jy aiskinima. Tai, kad statistinio reik§mingumo nepakanka,
negali bati vienintelis kriterijus padaryti i§vadai, kad su doziy davimu susijusio poveikio néra, kaip ir statistinio
reik§mingumo buvimas neturéty biti vienintelis kriterijus padaryti i§vadai, kad su doziy davimu susijusio poveikio
esama. Siekiant i$vengti galimy klaidingy neigiamy i§vady ir sunkumy, kuriy kyla, kai reikia jrodyti nesama
dalyka, reikéty aptarti turimus teigiamus ir ankstesnius kontrolinius duomenis, ypa¢ tais atvejais, kai su doziy
davimu susijusio poveikio néra (102) (106). Klaidingy teigiamy duomeny tikimybe reikéty aptarti atsizvelgiant i
bendra statistinj duomeny jvertinimg (96). Be kity dalyky, taip pat reikéty jvertinti neuropatologiniy ir elgsenos
pakitimy tarpusavio rysj, jei jis pastebétas.
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49.

50.

Visus rezultatus reikéty analizuoti naudojant pagal bandymo struktiirg tinkamus statistinius modelius (108). Para-
metrinés arba neparametrinés analizés metodus reikéty rinktis atsizvelgiant i tokius veiksnius kaip duomeny
pobudis (transformuoti ar ne), jy pasiskirstymas, santykinis pasirinktos statistinés analizés patikimumas. Statisting
analize reikéty pasirinkti pagal tyrimo tikslg ir struktira, siekiant minimizuoti I tipo (klaidingi teigiami rezultatai)
ir Il tipo (klaidingi neigiami rezultatai) klaidy kiekj (96) (97) (104) (105). Kai vystymosi tyrimams yra naudojamos
po keleta palikuoniy vienu metu atsivedanciy gyviny riSys ir tiriama po keleta vienos vados jaunikliy, i statistinj
modelj reikéty jtraukti ir vadg ir taip apsisaugoti nuo pernelyg dideliy I tipo klaidy (98) (99) (100) (101). Statis-
tinis mato vienetas turéty bati vada, ne jauniklis. Bandymus reikéty suplanuoti taip, kad tos pacios vados gyvinai
nebity laikomi nepriklausomais stebéjimo objektais. Visos pakartotinai vertinamos to paties subjekto vertinamo-
sios baigtys turéty biti analizuojamos taikant tokius statistinius modelius, kuriuose atsizZvelgiama j tai, kad Sie

matai néra savarankiski.
Bandymo ataskaita

Bandymo ataskaitoje turéty biti pateikta $i informacija:

Bandomoji cheminé medZiaga:
— fizikiné biisena ir, jei reikia, fizikinés ir cheminés savybés;
— tapatumo duomenys, jskaitant 3altinj;

— preparato grynumas ir Zinomos ir (arba) numanomos priemaisos.

Nesiklis (jei naudojamas):

— nesiklio pasirinkimo pagrindimas, jei tai ne vanduo ir ne fiziologinis tirpalas.

Bandomieji gyviinai:

— naudojamos rasys ir veislés ir pagrindimas, jei pasirinktos ne Ziurkés;
— bandomyjy gyviny tiekéjas;

— gyviiny skaicius, amzius bandymo pradzioje ir lytis;

— Saltinis, laikymo salygos, pasaras, vanduo ir t. t;

— kiekvieno gyviino masé bandymo pradzioje.

Bandymo sglygos:
— pagrindiné priezastis, nulémusi dozés dydzio pasirinkima;

— pagrindiné priezastis, nulémusi dozés davimo btdo ir laikotarpio pasirinkima;

— duodamos dozés specifikacija, jskaitant i§samia informacija apie nesiklj, duodamos medziagos tirj ir fizikinj

pavidalg;

— duomenys apie bandomosios cheminés medZiagos preparato ruosimg ir (arba) jos déjima j pasara, gautg

preparato koncentracijg, stabilumg ir vienalytiskuma;

— metodas, taikytas motininéms pateléms ir jaunikliams pazenklinti unikalia Zyma;

— atsitiktinés atrankos, taikytos motininéms pateléms suskirstyti j dozes gaunancias grupes, jaunikliams brokuoti

ir suskirstyti | bandymo grupes, i§samus aprasas;

— informacija apie bandomosios cheminés medziagos davimo bida;

— bandomosios cheminés medZiagos koncentracijos pasaruose, geriamajame vandenyje arba jkvepiamos bando-
mosios cheminés medziagos koncentracijos (ppm) perskaic¢iavimas j tikrgja doze (mg/kg kiino masés per para),

jei reikia;
— aplinkos salygos;
— duomenys apie pasaro ir vandens (pvz., vandentiekio, distiliuotas) kokybe;

— tyrimo pradzios ir pabaigos datos.
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Stebéjimo ir bandymo procediiros:

— i§samus stebéjimy ir procediiry standartizavimo aprasas ir naudotos apibréztys stebéjimy rezultatams jvertinti

balais;

— taikyty bandymo procediiry saraas ir jy taikymo pagrindimas;

— duomenys apie taikytas elgsenos/funkciniy, patologiniy, neurocheminiy arba elektropsichologiniy bandymy

procediiras, taip pat informacija ir i§samiis duomenys apie automatizuotus prietaisus;

— prietaisy kalibravimo procediiros ir procediros, skirtos uztikrinti, kad prietaisy parodymai biity lygiaverciai ir

kad bandymai su dozes gaunanciomis grupémis baty atliekami proporcingai;

— glaustas pagrindimas paaiskinant sprendimus, kuriuos priimant remtasi profesionaliu vertinimu.

Rezultatai (pavieniai ir suvestiniai, jei reikia, nurodant vidurkj ir dispersijg):

— gyvuny skai¢ius tyrimo pradZioje ir tyrimo pabaigoje;
— gyviny ir vady skaicius, naudotas bandymui pagal kiekvieng metoda;

— kiekvieno gyvino ir vados, i§ kurios jis kiles, identifikavimo numeris;

vados dydis ir vidutiné atsivesty jaunikliy masé pagal lytj;

kiino masé ir duomenys apie kiino masés pokycius, jskaitant motininiy pateliy ir jaunikliy kiino mas¢ numari-
nimo etapu;

duomenys apie pasaro ir vandens, jei reikia (pvz., jeigu bandomoji cheminé medziaga yra duodama su
vandeniu), suvartojimg;

duomenys apie toksinj atsaka pagal lytj ir dozés dydj, taip pat apie toksiskumo poZymius arba nugaiSusius
gyvinus, jskaitant, jei reikia, nugaiS§imo laika ir prieZastj;

i$samiy pastebéty klinikiniy poZymiy tipas, sunkumas, trukmé, pradzios data, paros laikas, tolesné eiga;

kiekvieno vystymosi parametro (masés, lytinio subrendimo ir elgsenos ontogenezés) balas kiekvienu stebéjimo
momentu;

i§samus nustatyty elgsenos, funkciniy, neuropatologiniy, neurocheminiy, elektropsichologiniy poZymiy
aprasas pagal lytj, jskaitant padidéjimg ir sumazéjima dél kontrolés;

nekroskopijos duomenys;
smegeny mase;

visos diagnozés pagal neurologinius poZymius ir pazeidimus, jskaitant natfiraliai atsirandancias ligas arba
biisenas;

pozymiy pavyzdziy nuotraukos;
mazo padidinimo mikroskopinés nuotraukos morfometrijai naudoty pjiviy homologijai jvertinti;

absorbcijos ir metabolizmo duomenys, taip pat papildomi duomenys i atskiry toksikokinetiniy tyrimy, jei
turimi;

statistinis rezultaty apdorojimas, jskaitant duomenims ir rezultatams, nepaisant to, ar jie buvo reikmingi, ar
ne, analizuoti taikytus statistinius modelius;

tyrimo grupés nariy sarasas, jskaitant profesinj parengima.

Rezultaty aptarimas:

— informacija apie dozés ir atsako santykj pagal lytj ir grupe;

— tai, kiek visas kitas toksinis poveikis turéjo jtakos i§vadai dél bandomosios cheminés medziagos galimo neuro-

toksiskumo, pagal lytj ir grupe;
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— tai, kiek toksikokinetiniai duomenys turéjo jtakos i§vadai;
— pana$umas | kity Zinomy neurotoksisky medziagy poveiki;

— duomenys, kuriais pagrindziamas bandymy metodo patikimumas ir jautrumas (t. y. teigiami ir ankstesni kont-
roliniai duomenys);

— neuropatologinio ir funkcinio poveikio rysys, jei yra;

— NOAEL arba etaloniné dozé motininéms pateléms ir jaunikliams pagal lytj ir grupe.

I$vados:

— bendras duomeny aiSkinimas remiantis rezultatais, jskaitant i§vada, ar bandomoji cheminé medziaga sukélé
neurotoksinj poveikj vystymuisi, ir NOAEL.
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1 pvz.

Bendra funkciniy ir (arba) elgsenos bandymy, neuropatologinio vertinimo ir galvos smegeny masés tyrimo
schema. Si diagrama parengta pagal 13-15 punktuose pateikty aprasa (PND = postnataliné diena). Gyviiny
suskirstymo pavyzdziai pateikti 1 priedélyje.

Apie 20 vady grupéje

Palikuonys: grupéje apie 80 kiekvienos lyties:

Atrinkti 4-3 PND arba pries tai, kai gyviinai tiriami iki ir po
nujunkymo:

Klinikiniai stebéjimai ir kiino masé (visy gyvany)
I§samus klinikiniai stebéjimai (po 20 kiekvienos Iyties i grupés)
Elgsenos ontogenezé (po 20 kiekvienos Iyties i§ grupés)
Motorinis aktyvumas (po 20 kiekvienos Iyties i3 grupés)
Lytinis subrendimas (po 20 kiekvienos Iyties i§ grupés)
Motoriné ir jutiminé funkcijos (po 20 kiekvienos Iyties i§ grupés)
Mokymasis ir atmintis (po 10-20 kiekvienos yties i§ grupés)

A 4

Neuropatologinis vertinimas:
11-22 PND

Po 10 kiekvienos lyties i§
grupes:

galvos smegeny fiksavimas
panardinant i fiksatyva arba
perfuziné fiksacija
neuropatologiniam jvertinimui.
Galvos smegeny masé (fiksuoty)

Pasirinktinai: papildomi
bandymai

Po 10 kiekvienos lyties i§
grupes:

galvos smegeny masé
(nefiksuoty).

Neuropatologinis vertinimas:
70 PND (tyrimo pabaigoje).

Po 10 kiekvienos lyties i§
grupes:

galvos smegeny perfuzine
fiksacija neuropatologiniam
jvertinimui.

po 10 kiekvienos lyties i$
grupes:

galvos smegeny masé
(nefiksuoty).

Neuropatologinis vertinimas
nereikalingas.

Po 40-50 kiekvienos lyties i§
grupes:

Pasirinktinai: papildomi

bandymai.
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1 priedélis
1. Galimo suskirstymo pavyzdziai aptarti ir isdéstyti lenteléje toliau. Sie pavyzdziai pateikti norint parodyti, kad tiria-
muosius gyviinus pagal jvairias bandymy paradigmas galima suskirstyti jvairiais biidais.
1 pavyzdys
2. Elgsenos ontogenezés bandymams iki nujunkymo naudojama viena grupé, kurig sudaro po 20 kiekvienos lyties

jaunikliy (po 1 pating ir 1 patele i§ vados) vienam dozés lygmeniui. I§ iy gyviiny po 10 kiekvienos lyties ir dozés
lygmens jaunikliy (t. y. po 1 patinélj arba 1 patele i§ vados) yra humaniskai numarinami 22 PND. Galvos
smegenys iS$imamos, pasveriamos ir parengiamos histopatologiniam vertinimui. Galvos smegeny masés duomenys
taip pat yra renkami naudojant likusiy to paties dozés lygmens 10 patinéliy ir 10 pateliy nefiksuotas galvos
smegenis.

3. Kita grupé, kurig sudaro po 20 kiekvienos lyties jaunikliy (po 1 patinélj ir 1 patele i§ vados) vienam dozés lygme-
niui, yra naudojama funkciniams ir (arba) elgsenos bandymams po nujunkymo (atliekami i§samdis klinikiniai
stebéjimai, vertinamas motorinis aktyvumas, paaugusiy jaunikliy reakcija j garsinius dirgiklius ir atliekamas kogni-
tyvinés funkcijos bandymas). I3 iy gyviny po 10 kiekvienos lyties ir dozés lygmens jaunikliy (t. y. po 1 patinélj
arba 1 patele i§ vados) tyrimo pabaigoje (apie 70 PND) duodama anestetiko, jie fiksuojami perfuzijos biidu. Po
papildomo fiksavimo in situ galvos smegenys iSimamos ir parengiamos neuropatologiniam vertinimui.

4. Jauny suaugusiy gyviiny (pvz., 60-70 PND amziaus) kognityvinés funkcijos bandymams naudojama trecia grupé,
kurig sudaro po 20 kiekvienos lyties jaunikliy (t. y. po 1 patinélj ir 1 patele i§ vados) vienam dozés lygmeniui. I§
$iy gyviny po 10 kiekvienos lyties ir dozés lygmens gyviiny (t. y. po 1 patinélj arba 1 patele i§ vados) tyrimo
pabaigoje humaniskai numarinami, jy galvos smegenys iS§imamos ir pasveriamos.

5. 20 likusiy kiekvienos lyties i§ grupés gyviny yra paliekami galimiems papildomiems bandymams atlikti.
1 lentelé
Jauniklio nr. (2) Bandymui paglf_irtq jaunikliy Tyrimas/Bandymas
skaicius
\4 M
1 5 20V +20M Elgsenos ontogenezé
10V+10M 22 PND galvos smegeny masé/neuropatologiné morfometrija
10V+10M 22 PND galvos smegeny masé
2 6 20V+20M I$samds klinikiniai stebéjimai
20V+20M Motorinis aktyvumas
20V+20M Lytinis subrendimas
20V+20M Motoriné ir jutiminé funkcijos
20V+20M Mokymasis ir atmintis (25 PND)
10V+10M Jauny suaugusiy gyviiny galvos smegeny masé/neuropatolo-
giné morfometrija ~ 70 PND
3 7 20V+20M Mokymasis ir atmintis (jauni suauge gyvinai)
10V+10M Jauny suaugusiy gyviiny galvos smegeny masé ~ 70 PND
4 8 — Rezerviniai gyviinai kitiems gyviinams pakeisti arba papildo-
miems bandymams atlikti

() Siame pavyzdyje vados yra isbrokuotos, kad likty po 4 patinélius ir 4 pateles; patinéliai Zymimi numeriais nuo 1 iki 4,

patelés — nuo 5 iki 8.




2014 8 21 Europos Sajungos oficialusis leidinys L 247/23

2 pavyzdys

6.  Elgsenos ontogenezés bandymams iki nujunkymo naudojama viena grupé, kurig sudaro po 20 kiekvienos lyties
jaunikliy (po 1 patinélj ir 1 patele i§ vados) vienam dozés lygmeniui. I$ $iy gyviny po 10 kiekvienos lyties ir
dozés lygmens jaunikliy (t. y. po 1 patinélj arba 1 patele i§ vados) yra humaniskai numarinami 11-3 PND. Galvos
smegenys i§imamos, pasveriamos ir parengiamos histopatologiniam vertinimui.

7. Kita grupé, kurig sudaro po 20 kiekvienos lyties jaunikliy (po 1 patinélj ir 1 patele i§ vados) vienam dozés lygme-
niui, yra naudojama bandymams po nujunkymo (atlickami i§samis klinikiniai stebéjimai, vertinamas motorinis
aktyvumas, lytinio subrendimo amzius, motoriné ir jutiminé funkcijos). I$ $iy gyviiny po 10 kiekvienos lyties ir
dozés lygmens jaunikliy (t. y. po 1 patinélj arba 1 patele i§ vados) tyrimo pabaigoje (apie 70 PND) duodama anes-
tetiko, jie fiksuojami perfuzijos biidu. Po papildomo fiksavimo in situ galvos smegenys i§imamos, pasveriamos ir
parengiamos neuropatologiniam vertinimui.

8. Paaugusiy jaunikliy ir jauny suaugusiy gyviiny kognityvinés funkcijos bandymams naudojama grupé, kurig sudaro
po 10 kiekvienos lyties jaunikliy (t. y. po 1 patinélj arba 1 patele i§ vados) vienam dozés lygmeniui. 23 PND
amziaus gyviny ir jauny suaugusiy gyviny kognityvinei funkcijai bandyti yra naudojami skirtingi gyviinai.
Tyrimo pabaigoje po 10 kiekvienos lyties i§ grupés gyviny, su kuriais atlikti suaugusiems gyviinams skirti
bandymai, yra numarinami, jy galvos smegenys iSimamos ir pasveriamos.

9. 20 likusiy kiekvienos lyties i§ grupés gyviny, kurie nebuvo pasirinkti bandymams, yra numarinami ir sunaikinami
po nujunkymo.

2 lentelé
Jauniklio nr. (%) Bandymui pas.lf'irtq jaunikliy Tyrimasbandymas
skaicius
\% M
1 5 20V+20M Elgsenos ontogenezé
10V+10M 11 PND galvos smegeny masé/neuropatologiné morfometrija
2 6 20V+20M I§samdis klinikiniai stebéjimai
20V+20M Motorinis aktyvumas
20V+20M Lytinis subrendimas
20V+20M Motoriné ir jutiminé funkcijos
1I0V+10M Jauny suaugusiy gyviiny galvos smegeny masé/neuropatolo-
giné morfometrija ~ 70 PND
3 7 10V + 10 M () Mokymasis ir atmintis (23 PND)
3 7 10V+10M () Mokymasis ir atmintis (jauni suauge gyviinai)
Jauny suaugusiy gyviiny galvos smegeny masé
4 8 — Gyvinai numarinami ir sunaikinami 21 PND

() Siame pavyzdyje vados yra isbrokuotos, kad likty po 4 patinélius ir 4 pateles; patinéliai Zymimi skaiciais nuo 1 iki 4,
patelés — nuo 5 iki 8.

(*) Kognityviniams bandymams yra naudojami skirtingi 23 PND amziaus jaunikliai ir jauni suauge gyviinai (pvz., lyginés arba
nelyginés vados, kuriy i§ viso yra 20).

3 pavyzdys

10.  Smegeny masés ir neuropatologiniam vertinimui 11 PND naudojama viena grupé, kurig sudaro po 20 kiekvienos
lyties jaunikliy (po 1 patinélj ir 1 patele i§ vados) vienam dozés lygmeniui. I$ $iy gyviiny po 10 kiekvienos lyties
ir dozés lygmens jaunikliy (t. y. po 1 patinélj arba 1 patele i§ vados) yra humaniskai numarinami 11 PND. Jy
galvos smegenys i§imamos, pasveriamos ir parengiamos histopatologiniam vertinimui. Galvos smegeny masés
duomenys taip pat yra renkami naudojant likusiy to paties dozés lygmens 10 patinéliy ir 10 pateliy nefiksuotas
galvos smegenis.
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11.  Kita grupé, kurig sudaro po 20 kiekvienos lyties jaunikliy (po 1 patinélj ir 1 patele i§ vados) vienam dozés lygme-
niui, yra naudojama elgsenos ontogenezés (motorinio aktyvumo) tyrimams, tyrimams po nujunkymo (motori-
niam aktyvumui ir lytinio subrendimo amziui vertinti), paaugusiy jaunikliy kognityvinei funkcijai bandyti.

12.  Motorinés ir jutiminés funkcijy (reakcijos j garsinius dirgiklius) bandymams ir i§samiems klinikiniams stebéjimams
atlikti naudojama viena grupé, kurig sudaro po 20 kiekvienos lyties jaunikliy (po 1 patinélj ir 1 patelg i§ vados)
vienam dozés lygmeniui. I§ $iy gyviiny po 10 kiekvienos lyties ir dozés lygmens jaunikliy (t. y. po 1 patinélj arba
1 patele i§ vados) tyrimo pabaigoje (apie 70 PND) duodama anestetiko, jie fiksuojami perfuzijos bidu. Po papil-
domo fiksavimo in situ galvos smegenys i§imamos, pasveriamos ir parengiamos neuropatologiniam vertinimui.

13.  Jauny suaugusiy gyviiny kognityvinés funkcijos bandymams yra naudojama grupé, kurig sudaro po 20 kiekvienos
lyties jaunikliy (t. y. po 1 patinélj ir 1 patele i§ vados) vienam dozés lygmeniui. I§ $iy gyviny po 10 kiekvienos
lyties ir dozés lygmens gyviny (t. y. po 1 patinélj arba 1 patele i§ vados) tyrimo pabaigoje humaniskai numari-
nami, jy galvos smegenys iSimamos ir pasveriamos.

3 lentelé
auniklio nr. (¢ Bandymui paskirty jaunikli .
J 0 andymut sizsiéilisq Jaunixing Tyrimas/bandymas
\ M
1 5 10V+10M 11 PND galvos smegeny masé/neuropatologiné morfometrija
10V+10M 11 PND galvos smegeny masé
2 6 20V +20M Elgsenos ontogenezé (motorinis aktyvumas)
20V+20M Motorinis aktyvumas
20V+20M Lytinis subrendimas
20V +20M Mokymasis ir atmintis (27-3 PND)
3 7 20V+20M Reakcija | garsinj dirgiklj (paaugusiems jaunikliams ir jauniems
suaugusiems gyviinams)
20V+20M I$samas klinikiniai stebéjimai
10V+10M Jauny suaugusiy gyviny galvos smegeny masé/neuropatologija
70 PND morfometrija
4 8 20V+20M Mokymasis ir atmintis (jauni suauge gyvinai)
10V+10M Jauny suaugusiy gyviiny smegeny masé

() Siame pavyzdyje vados yra isbrokuotos, kad likty po 4 patinélius ir 4 pateles; patinéliai Zymimi numeriais nuo 1 iki 4,
patelés — nuo 5 iki 8.
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2 priedélis

Savokos
Cheminé medziaga: medZziaga arba miSinys.

Bandomoji cheminé medziaga: bet kuri pagal §j bandymy metoda bandoma medziaga arba misinys.
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B.54. POVEIKIU GRAUZIKU GIMDAI PAGRISTA BIOANALIZE. TRUMPALAIKIS ESTROGENINIY SAVYBIY ATRANKOS
BANDYMAS

[VADAS

1. Sis bandymy metodas atitinka EBPO Bandymy gaires (angl. OECD Test Guideline (TG)) Nr. 440 (2007). 1998 m.
EBPO iniciatyva pradétas didelés svarbos darbas — perzZitiréti esamas gaires ir parengti naujas galimai endokrining
sistemg ardanciy medziagy atrankos ir bandymo gaires. Viena i§ $io darbo daliy — parengti poveikiu grauziky
gimdai pagristos bioanalizés gaires. Paskui buvo jgyvendinta plati poveikiu grauziky gimdai pagristos bioanalizés
tinkamumo patvirtinimo programa, be kita ko, buvo parengtas dokumentas su i§samia jvadine informacija (2) (3),
atlikti platGs tyrimai vienoje laboratorijoje ir skirtingose laboratorijose siekiant parodyti bioanalizés su stipriu
etaloniniu estrogenu, silpnais estrogeny receptoriy agonistais, stipriu estrogeny receptoriy antagonistu ir neigiama
etalonine chemine medZiaga aktualumg ir atkuriamuma (4) (5) (6) (7) (8) (9). Sis bandymy metodas B.54 yra
paremtas patirtimi, jgyta jgyvendinant tinkamumo patvirtinimo bandymo programg, ir per $ig programg gautais
estrogeny agonisty tyrimo rezultatais.

2. Poveikiu gimdai pagrista bioanalizé yra trumpalaikis atrankos bandymas, sukurtas 4-ajame desimtmetyje (27) (28),
pirma kartg eksperty komitetas ji standartizavo atrankai atlikti 1962 m. (32) (35). Jis pagristas gimdos masés didé-
jimu arba poveikj gimdai turinciu atsaku (jei norite susipaZinti i§samiau, Zr. 29). Jj atliekant vertinama, ar cheminé
medZziaga gali paskatinti biologinj aktyvuma, atitinkantj nataraliy estrogeny (pvz., 178-estradiolio) agonisty arba
antagonisty veikimg, taciau $is bandymas antagonistams nustatyti tatkomas daug re¢iau negu agonistams. Gimda j
estrogenus reaguoja dvejopai. Pirminis atsakas yra masés padidéjimas dél vandens sugérimo. Paskui audiniui
augant ima didéti masé (30). Ziurkiy ir peliy gimdos atsakas kokybiniu poziiriu yra panasus.

3. Si bioanalizé yra in vivo atrankos analizé, jos taikyma reikéty vertinti pagal EBPO Konceptualia endokrining
sistemg ardanciy cheminiy medziagy bandymo ir vertinimo sistema (angl. Conceptual Framework for the Testing and
Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals) (2 priedélis). Pagal $ig konceptualig sistema poveikiu gimdai pagrista
bioanalizé yra 3 lygmens in vivo analizé, kurig atliekant gaunama duomeny apie vieng endokrininés sistemos
mechanizmg, t. y. estrogeninj poveiki.

4. Poveikiu gimdai pagrista bioanalizé yra sukurta kaip in vitro ir in vivo bandymy serijos dalis, ji yra skirta chemi-
néms medziagoms, kurios gali saveikauti su endokrinine sistema, nustatyti ir taip padéti atlikti rizikos Zmogaus
sveikatai ir aplinkai vertinimg. EBPO tinkamumo patvirtinimo programoje buvo naudojami ir stiprds, ir silpni
estrogeny agonistai siekiant jvertinti, kaip analizé padeda nustatyti estrogenines chemines medziagas (4) (5) (6) (7)
(8). Sia programa buvo aiskiai parodytas bandymy metodo jautrumas estrogeny agonistams nustatyti ir gauti geri
atkuriamumo toje pacioje laboratorijoje ir skirtingose laboratorijose rezultatai.

5. Kalbant apie neigiamas chemines medZiagas, | tinkamumo patvirtinimo programg jtraukta tik viena etaloniné
cheminé medziaga, poveikiu gimdai pagrista analize ir in vitro risimosi prie receptoriy bei receptoriy analize
patvirtinta kaip ,neigiama“; taip pat buvo jvertinti papildomi bandymy duomenys, nesusij¢ su EBPO tinkamumo
patvirtinimo programa, kuriais dar i§samiau patvirtintas poveikiu gimdai pagristos bioanalizés tinkamumas estro-
geny agonisty atrankai atlikti (16).

PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

6.  Estrogeny agonistai ir antagonistai veikia kaip estrogeny receptoriy a ir b ligandai ir gali atitinkamai skatinti arba
slopinti transkripcing receptoriy veiklg. Dél to gali kilti pavojus sveikatai, jskaitant poveikj dauginimuisi ir vysty-
muisi. Dél to cheming medZziagg reikia greitai jvertinti ir nustatyti, ar ji gali veikti kaip estrogeno agonistas arba
antagonistas. Nors ligandy ri§imosi prie estrogeny receptoriy afiniSkumas arba reporteriniy geny transkripcijos
aktyvinimas in vitro yra informatyvus veiksnys, jis yra tik vienas i§ keleto galimo pavojaus determinanty. Kiti
galimi determinantai — tai metabolinis aktyvavimas ir deaktyvavimas patekus  organizma, pasiskirstymas tiksli-
niuose audiniuose, pasalinimas i§ organizmo, priklausantis, bent jau i§ dalies, nuo bandomosios cheminés
medziagos ir jos davimo biido. Dél to reikia atlikti galimo cheminés medZziagos veikimo in vivo atitinkamomis
salygomis atrankos bandymg, iSskyrus tuos atvejus, kai reikiama informacija jau bina turima i§ cheminés
medziagos absorbcijos, pasiskirstymo, metabolizmo, pasalinimo (ADME) charakteristikos. Gimdos audiniai, ypac
laboratoriniy grauziky, kuriy rujos ciklas trunka apie 4 dienas, reaguoja i stimuliavimg estrogenais spar¢iai ir ener-
gingai augdami. [vairiy rasiy grauzikai, ypa¢ Ziurkés, taip pat placiai naudojami toksiskumo tyrimuose pavojin-
gumui apibadinti. Todél grauziko gimda yra tinkamas tikslinis organas estrogeny agonisty ir antagonisty in vivo
atrankos bandymui atlikti.

7. Sis bandymy metodas yra pagristas tais EBPO tinkamumo patvirtinimo tyrime naudotais protokolais, kurie ir
vienos laboratorijos, ir skirtingy laboratorijy tyrimuose patvirtinti kaip patikimi ir atkartojami (5) (7). Siuo metu
galima taikyti du metodus, tai yra: suaugusiy pateliy, kurioms atlikta ovariektomija, t. y. OVX suaugusiy pateliy
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metoda ir nesubrendusiy pateliy, kurioms neatlikta ovariektomija, t. y. nesubrendusiy pateliy metoda. Per EBPO
tinkamumo patvirtinimo bandymo programa buvo jrodyta, kad abiejy metody jautrumas ir atkuriamumas yra
panass. Taciau, kadangi nesubrendusio gyviino pogumburio-hipofizés-lytiniy liauky (angl. HPG) asis dar neak-
tyvi, $is metodas yra ne toks specifiskas, bet apima platesnj tyrimg negu tada, kai naudojamas gyviinas, kuriam
atlikta ovariektomija, nes nesubrendes gyviinas gali reaguoti j chemines medziagas, kurios sgveikauja su pogum-
burio-hipofizés—lytiniy liauky asimi, ne tik su estrogeno receptoriumi. Ziurkiy pogumburio-hipofizés-lytiniy
liauky asis ima funkcionuoti mazdaug 15 dieng po atsivedimo. Iki tol paspartinti subrendimo duodant, pavyz-
dziui, GnRH, negalima. Artéjant pateliy lytinio subrendimo laikui, iki maksties atsivérimo patelei jvyksta keli tusti
ciklai, per kuriuos makstis neatsiveria ir ovuliacija nejvyksta, taciau bana tam tikry hormoniniy svyravimy. Jeigu
chemine medziaga pogumburio-hipofizés-lytiniy liauky asis yra tiesiogiai arba netiesiogiai stimuliuojama, patelé
anksti subresta, anksti vyksta ovuliacija, spartéja maksties atsivérimo procesas. Tokj poveikj daro ne tik cheminés
medziagos, kurios veikia pogumburio-hipofizés-lytiniy liauky a3j, — kai kurie pasarai, kuriy metabolizuojancios
energijos lygis yra didesnis, skatina augimg ir spartina maksties atsivérimg, nors néra estrogeniniai. Tokios
cheminés medziagos OVX suaugusiems gyviinams nesukels poveikj gimdai turin¢io atsako, nes jy pogumburio—
hipofizés-lytiniy liauky asis nefunkcionuoja.

8. Rapinantis gyviiny gerove reikéty taikyti ta metoda, pagal kurj naudojamos nesubrendusios Ziurkés, vengti chirur-
ginio gyviiny paruosimo, stengtis, jei galima, nenaudoti ty gyviny, kurie turi kokiy nors rujos pradzios pozymiy
(Zr. 30 punktg).

9.  Poveikj gimdai turintis atsakas biina ne vien estrogeninés kilmés, t. y. atsakg gali sukelti ir kitos cheminés
medZiagos, ne vien estrogeny agonistai arba antagonistai. PavyzdzZiui, santykinai didelés progesterono, testosterono
arba jvairiy sintetiniy progestiny dozés gali daryti stimuliuojamajj poveikj (30). Bet kurj atsakg galima istirti histo-
logiskai ir patikrinti, ar maksciai daromas keratinizavimo ir ragéjimo poveikis (30). Kad ir kokios kilmés baty
galimas atsakas, teigiami poveikiu gimdai pagristos bioanalizés rezultatai paprastai turéty paskatinti imtis tolesniy
aiskinimosi tyrimy. Papildomy duomeny apie estrogeninj poveikj galima gauti atliekant in vitro analize, pavyz-
dziui, ri§imosi prie ER, transkripcijos aktyvinimo analize, arba in vivo analize, pavyzdziui, pateliy lytinio subren-
dimo analizg.

10.  Atsizvelgiant j tai, kad poveikiu gimdai pagrista bioanalizé yra in vivo atrankos analizé, pasirinktas tinkamumo
patvirtinimo metodas padéjo ir atsizvelgti | gyviny gerove, ir laikytis daugiapakopiy bandymy strategijos. Todél
atliekant analiz¢ buvo stengiamasi tiksliai patvirtinti estrogeninio poveikio — tai svarbiausias riipestis, kylantis dél
daugelio cheminiy medZziagy, — rezultaty atkuriamuma ir jautruma, bet mazai démesio skirta antiestrogeninio
poveikio aspektams. Buvo i$bandytas tik vienas stipriai veikiantis antiestrogenas, nes akivaizdziai antiestrogeninio
pobiidzio (kurio nenustelbia tam tikras estrogeninis poveikis) cheminiy medziagy yra labai nedaug. Sis bandymy
metodas taikomas pagal estrogeninio poveikio protokola, o protokolas, kuriame aptariamas antagonisty analizés
badas, yra pateiktas Rekomendaciniame dokumente (37). Cheminiy medZiagy, daranciy grynai antiestrogenini
poveiki, analizés atkuriamumas ir jautrumas bus i$samiau apibréztas véliau, bandymy metodikai tapus jprasta,
kurj laikg ja panaudojus ir nustacius daugiau tokio pobiidzio poveikj turinéiy cheminiy medzZiagy.

11.  Pripazistama, kad visos procediros, kurioms naudojami gyvinai, turi atitikti gyviiny priezifiros vietinius reikala-
vimus; toliau nurodyti gyviiny priezidros ir elgesio su gyvinais reikalavimai yra batiniausi veiklos reikalavimai ir
uZ juos vir§esni yra vietiniai reikalavimai, pavyzdziui, 2010 m. rugséjo 22 d. Europos Parlamento ir Tarybos direk-
tyva 2010/63/ES dél mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsaugos (38). Daugiau humanisko elgesio su gyviinais
gaires galima rasti EBPO (25).

12.  Kaip ir prie§ bet kurig kitg analize, kuriai atlikti naudojami gyvi gyvinai, prie§ pradedant $ig analize itin svarbu
jsitikinti, kad duomenys tikrai reikalingi. Pavyzdziui, dvi salygos, kada duomenys gali bati reikalingi, yra tokios:

— yra didelé sglycio tikimybé (konceptualios sistemos (2 priedélis) 1 lygmuo) arba estrogeninio poveikio pozy-
miai (2 lygmuo) ir sickiama nustatyti, ar toks poveikis gali pasireiksti in vivo;

— atliekant 4 arba 5 lygmens in vivo bandymus nustatoma estrogeninio poveikio poZymiy ir yra siekiama
pagristi, kad $is poveikis yra susijes su estrogeny mechanizmu, kurio in vitro bandymu i$siaiskinti nejmanoma.

13.  Savokos, vartojamos siame bandymy metodo aprasyme, pateiktos 1 priedélyje.
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BANDYMUY METODO PRINCIPAS

14.  Poveikiu gimdai pagristos bioanalizés jautrumas paremtas bandymy su gyvinais sistema, pagal kurig pogum-
burio-hipofizés—kiausidziy asis nefunkcionuoja, dél to endogeninis cirkuliuojanciy estrogeny lygis yra Zemas. Taip
uZtikrinama maza pradiné gimdos masé ir didZiausias galimas atsako i duodamus estrogenus spektras. Yra dvi §j
reikalavimg atitinkancios grauziky pateliy biisenos, kada jos yra jautrios estrogenams:

i) kol patelés yra nesubrendusios, po nujunkymo iki lytinio subrendimo, ir

ii) jaunos suaugusios patelés, kurioms atlikta ovariektomija, praéjus pakankamai laiko, kad gimdos audiniai galéty
regresuoti.

15. Bandomoji cheminé medziaga duodama kasdien per virskinamajj trakta, naudojant zondg, arba poodinémis injek-
cijomis. Skirtingos bandomosios cheminés medziagos dozés duodamos ne maziau kaip dviem dozes gaunancioms
bandomyjy gyviiny grupéms (paaiskinimai pateikti 33 punkte), kiekvienai grupei duodant po vieno dydzio dozg:
pagal nesubrendusiy gyviny metoda — tris dienas i§ eilés, pagal OVX suaugusiy gyviny metoda — ne trumpiau
kaip tris dienas i3 eilés. Gyviiny nekroskopija atlieckama praéjus mazdaug 24 valandoms po paskutinés dozés
davimo. Tiriant estrogeny agonistus vertinama, ar dozes gaunanciy grupiy gyviiny gimdos masés padidéjimo
vidurkis yra statistiskai reik§mingas, palyginti su nesiklio grupe. Statistiskai reik§mingas dozes gaunancios grupés
gyviny gimdos masés vidurkio padidéjimas rodo, kad per $ig bioanaliz¢ gautas teigiamas atsakas.

METODO APRASYMAS

Gyviiny riiSies parinkimas

16.  Galima naudoti dazniausiai naudojamy veisliy laboratorinius grauzikus. Pavyzdziui, tinkamumo patvirtinimo tiks-
lais naudotos Sprague-Dawley ir Wistar veisliy Ziurkés. Jei Zinoma arba jtariama, kad kai kuriy veisliy gyviny
gimda reaguoja ne taip jautriai, tokiy gyviny naudoti nereikéty. Laboratorija turéty jrodyti naudojamos veislés
gyviiny jautrumg taip, kaip aptarta 26 ir 27 punktuose.

17.  Poveikiu gimdai pagristai bioanalizei atlikti nuo 4-ojo desimtmecio daZniausiai buvo naudojamos ziurkés ir pelés.
EBPO tinkamumo patvirtinimo tyrimai buvo atliekami tik su Ziurkémis, laikantis nuomonés, kad abi rasys turéty
bati lygiavertés ir kad, siekiant saugoti iSteklius ir gyviinus, tinkamumui visame pasaulyje patvirtinti turéty pakakti
vienos risies. Toksiskumo dauginimuisi ir vystymuisi tyrimuose daZniausiai pasirenkama rasis yra Zziurkes.
Kadangi jau anksciau sukaupta plati duomeny apie peles bazé, siekiant poveikiu grauziky gimdai pagrista bioana-
lizés metoda i$plésti pritaikant ji peléms, kaip bandomyjy gyviny rtsiai, su pelémis atliktas riboto masto kontro-
linis tinkamumo patvirtinimo tyrimas. Laikantis pradinio siekio saugoti iSteklius ir gyvinus, pasirinktas tarpinis
metodas, pagal kurj buvo panaudota nedaug bandomyjy cheminiy medziagy, dalyvavo nedaug laboratorijy ir
nebuvo naudoti koduoty méginiy bandymai. I§ Sio tarpinio tinkamumo patvirtinimo tyrimo matyti, kad poveikiu
jauny suaugusiy peliy, kurioms atlikta ovariektomija, gimdai pagrista bioanalizé ir kokybiniu, ir kiekybiniu
pozitriu tiksliai atitinka Ziurkiy tyrimo duomenis. Jei poveikiu gimdai pagrista bioanalizé yra pradiné, atlickama
pries ilgalaikj tyrima, abiem tyrimams galima naudoti tos pacios veislés ir to paties $altinio gyviinus. Pagal tarpinj
metodg naudotos tik OVX pelés ir ataskaitoje néra pateikiama pakankamai tvirty duomeny nesubrendusiy peliy
modelio tinkamumui patvirtinti, todél siame bandymy metode j nesubrendusiy peliy modelj nebuvo atsizvelgta.

18.  Taigi kai kuriais atvejais vietoj Ziurkiy galima naudoti peles. Jeigu pasirenkama $i gyviiny rais, pasirinkimg reikéty
pagristi pagal toksikologinius, farmakokinetinius ir (arba) kitus kriterijus. Jei naudojamos pelés, protokola gali tekti
pakeisti. Pavyzdziui, peliy pasaro suvartojimas pagal kiino mas¢ yra didesnis uz Ziurkiy, todél fitoestrogeno kiekis
peléms duodamuose pasaruose turéty biiti maZesnis negu Ziurkéms duodamuose pasaruose (9) (20) (22).

Laikymo ir $érimo salygos

19.  Visos procediiros turéti atitikti vietos laboratoriniy gyviiny priezitiros standartus. Siose nuostatose pateikti biti-
niausi gyviiny priezifiros ir elgesio su gyvinais reikalavimai, vietos taisyklés, pavyzdziui, 2010 m. rugséjo 22 d.
Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2010/63/ES dél mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsaugos, yra uz
juos vir§esnés. Bandomyjy gyviiny patalpos temperatiira turi bati 22 °C (gali svyruoti + 3 °C). Santykiné drégmé
turéty bati maZziausiai 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %, isskyrus patalpos plovimo laikg. Reikéty siekti,
kad santykiné drégmeé bty 50-60 %. Ap$vietimas turéty biti dirbtinis. Per parg ap3vietimo seka turéty bati 12 h
§viesos ir 12 h tamsos.

20. Laboratorinis pasaras ir vanduo turéty bati duodami ad libitum. Jauni suauge gyviinai narveliuose gali bati laikomi
atskirai arba tos pacios lyties grupémis po tris. Dél jauno nesubrendusiy gyviiny amziaus juos laikyti rekomen-
duojama socialinémis grupémis.
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21.  Yra zinoma, kad didelis fitoestrogeny kiekis laboratoriniuose pasaruose pakankamai smarkiai skatina grauziky
gimdos mase didéti — tiek, kad tai gali trukdyti atlikti poveikiu gimdai pagrista bioanalize (13) (14) (15). Kai
naudojami nesubrende gyviinai, didelis fitoestrogeny kiekis laboratoriniuose pasaruose ir jy metabolizuojanti ener-
gija taip pat gali paskatinti ankstyva lytinj subrendimg. Fitoestrogeny pasaruose visy pirma atsiranda dél to, kad j
juos dedama sojos ir alfalfa produkty, istirta, kad fitoestrogeny kiekis jvairiose laboratoriniy pasary partijose bna
skirtingas (23). Kiino masé yra svarbus kintamasis, nes vartojamo pasaro kokybé yra susijusi su kiino mase. Todél
su tokiais paciais paSarais faktiskai suvartojamas fitoestrogeny kiekis, lyginant skirtingy risiy ir amziaus gyviinus,
gali skirtis (9). Nesubrendusios Ziurkiy patelés pasaro pagal kiino mase gali suvartoti mazdaug dukart daugiau
negu jaunos suaugusios patelés, kurioms atlikta ovariektomija. Jaunos suaugusios pelés pasaro pagal kino mase
gali suvartoti mazdaug keturiskart daugiau negu jaunos suaugusios Ziurkiy patelés, kurioms atlikta ovariektomija.

22.  Tacdiau poveikiu gimdai pagristos bioanalizés rezultatai (9) (17) (18) (19) rodo, kad nedidelis fitoestrogeny kiekis
pasaruose yra priimtinas ir nemazina bioanalizés jautrumo. Rekomenduojama, kad fitoestrogeny kiekis jaunoms
Sprague Dawley ir Wistar veisliy Ziurkéms duodamuose pasaruose sudaryty ne daugiau kaip 350 pg genisteino
ekvivalenty vienam laboratorinio paSaro gramy (6) (9). Tokj pasarg taip pat tikty naudoti, kai bandymas atlie-
kamas su jaunomis suaugusiomis Ziurkiy patelémis, kurioms atlikta ovariektomija, nes jauni gyvinai, palyginti su
nesubrendusiais gyviinais, pasaro pagal kiino masg¢ suvartoja maziau. Jeigu reikia naudoti peles, kurioms atlikta
ovariektomija, arba fitoestrogenams jautresnes Ziurkes, reikéty apsvarstyti galimybe proporcingai sumazinti fitoest-
rogeny kiekj paSaruose (20). Be to, dél skirtingos jvairiy pasary metabolinés energijos gali keistis lytinio brendimo
pradzios laikas (21) (22).

23.  Pries tyrimg reikéty kruopsciai pasirinkti pasarus, kad jy fitoestrogeny (paaiskinimai pateikti (6) (9)) arba metabo-
lizuojancios energijos kiekis nebiity padidintas, nes tai gali iskreipti rezultatus (15) (17) (19) (22) (36). Tam, kad
laboratorijos taikoma bandymo sistema veikty tinkamai, taip, kaip nurodyta 26 ir 27 punktuose, svarbu patikrinti
abu Siuos veiksnius. Kaip gera laboratorijos praktikg (GLP) atitinkanti apsauginé priemoné turéty bati paimtas
reprezentatyvus kiekvienos pasary, duodamy per tyrima, partijos méginys, kad biity galima idtirti juose esanciy
fitoestrogeny kiekj (pvz., kai gimdos kontrolinis svoris, palyginti su ankstesniais kontroliniais duomenimis, yra
didelis arba kai atsakas i etaloninj estrogena, 17 alfa-etinilestradioli, yra neadekvatus). Alikvotines dalis reikéty
iSanalizuoti per tyrima arba uzsaldyti — 20 °C temperatiroje ar taip, kad méginys iki analizés nesuirty.

24, Kai kurio kraiko sudétyje gali bati natfiraliai susidariusiy estrogeniniy arba antiestrogeniniy cheminiy medzZiagy
(pvz., yra Zinoma, kad kukuriizy burbuolés kotai veikia Ziurkiy rujos cikliskumg ir yra antiestrogeniniai). Pasirink-
tame kraike turéty biiti kuo mazesnis fitoestrogeny kiekis.

Gyviiny paruoSimas

25.  Bandomieji gyvinai, neturintys ligos arba fiziniy anomalijy poZzymiy, yra atsitiktine tvarka suskirstomi j kontro-
ling ir dozes gaunancias grupes. Narveliai turéty bati i§déstomi taip, kad bity kiek jmanoma sumazintas bet koks
galimas poveikis dél narvelio vietos. Gyvinus reikéty pazenklinti unikaliomis Zymomis. Nesubrendusius gyviinus
aklimatizacijos laikotarpiu iki nujunkymo geriau laikyti viename narvelyje su motininémis arba kitomis Zindan-
Ciomis patelémis. Jauny suaugusiy gyviny ir nesubrendusiy gyviiny, kurie pristatyti kartu su motininémis pate-
lémis arba kitomis Zindanciomis patelémis, aklimatizacijos laikotarpis iki tyrimo pradzios turéty trukti apie
5 dienas. Jeigu nesubrend¢ gyviinai yra isigyti jau nujunkyti ir be motininiy pateliy, aklimatizacijos laikotarpj gali
tekti sutrumpinti, nes dozes reikéty pradéti duoti iSkart po nujunkymo (Zr. 29 punkta).

BANDYMO PROCEDURA

Laboratorijos kompetencijos patikrinimas
26. Laboratorijos kompetencijg patikrinti galima dvejopai:

— periodiskai tikrinti pagal pradinio bazinio teigiamo kontrolinio tyrimo rezultatus (zr. 27 punkta). Ne reiau
kaip kas 6 ménesius ir kaskart, kai atsiranda pokytis, galintis paveikti analizés eiga (pvz., nauji pasarai, skro-
dimus atliekancio personalo pasikeitimas, gyviiny veislés arba tiekéjo pasikeitimas ir t. t.), reikéty patikrinti
bandymo sistemos (gyviiny modelio) jautrumg, tam panaudojant atitinkamg etaloninio estrogeno 17a-etinilest-
radiolio (CAS Nr. 57-63-6) (EE) doze (remiantis 27 punkte nurodyto bazinio teigiamo kontrolinio tyrimo
rezultatais);

— vykdyti lygiagrecia kontrole, | kiekvieng analize jtraukiant grupe, kuriai duodama atitinkama etaloninio estro-
geno dozé.
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Jeigu sistema reaguoja ne taip, kaip tikétasi, bandymo salygas reikéty inagrinéti ir atitinkamai pakeisti. Rekomen-
duojama etaloninio estrogeno dozé¢, kuri biity naudojama pagal bet kurj i§ bady, sudaryty ED70-80.

27. Bazinis teigiamas kontrolinis tyrimas — laboratorija prie§ pirmg karta atlikdama tyrima pagal § bandymy
metoda turéty patikrinti savo kompetencija, t. y. iSbandyti gyviiny modelio jautrumg nustatydama atsaka i etalo-
ninio estrogeno 17a-etinilestradiolio (CAS Nr. 57-63-6) (EE) dozg, kai skiriamos ne maziau kaip keturios dozés.
Gimdos masés atsakas bus palygintas su turimais ankstesniais duomenimis (Zr. literatiros sgraso 5 punktg). Jeigu
§is bazinis teigiamas kontrolinis tyrimas neduoda laukty rezultaty, bandymo salygas reikéty iSnagrinéti ir atitin-
kamai pakeisti.

Gyviiny skaicius ir biklé

28.  Kiekvienoje dozes gaunancioje ir kontrolinéje grupéje turéty buti maZiausiai 6 gyvinai (ir pagal nesubrendusiy
gyviiny, ir pagal OVX suaugusiy gyviiny metodo protokolus).

Nesubrendusiy gyviiny amZius

29. Kai poveikiu gimdai pagristai bioanalizei atlikti naudojami nesubrendg¢ gyviinai, bitina nurodyti jy atsivedimo
datg. Dozes reikéty pradéti duoti pakankamai anksti, siekiant uZztikrinti, kad cheminés medziagos vartojimo pabai-
goje fiziologinis endogeniniy estrogeny, susijusiy su lytiniu brendimu, pakilimas dar nebiity prasidéjes. Kita vertus,
turima duomeny, kad labai jauni gyviinai gali baiti ne tokie jautriis. Apibrézdama optimaly amziy kiekviena labo-
ratorija turéty atsizvelgti i savo pacios turimus brendimo duomenis.

Bendra rekomendacija — Ziurkéms dozes pradéti duoti i§ karto po ankstyvo nujunkymo 19 postnataling diena
(atsivedimo diena yra zZymima kaip 0 postnataliné diena). Ziurkéms dozes baigti duoti geriausia 21 postnataling
dieng ir bet kokiu atveju — iki 25 postnatalinés dienos, nes sukakus $iam amziui pradeda funkcionuoti pogum-
burio-hipofizés—kiausidziy asis ir endogeniniai estrogeno lygiai gali pradéti kilti, kartu gali padidéti pradiné gimdos
maseé ir grupés standartiniai nuokrypiai (2) (3) (10) (11) (12).

Ovariektomijos procediira

30. Kai naudojamos ziurkiy ir peliy patelés (dozes gaunanti ir kontroliné grupés), kurioms reikia atlikti ovariektomijg,
tai turéty bati atlikta 6-8 jy amZiaus savaite. Kai ovariektomija atliekama Ziurkéms, nuo ovariektomijos iki pirmos
dozés davimo turéty praeiti ne maziau kaip 14 dieny, kad gimda regresuoty iki minimalios, stabilios pradinés
baklés. Nuo peléms atliktos ovariektomijos iki pirmos dozés davimo turéty praeiti bent 7 dienos. Kadangi nedi-
delis kiausidziy audinio kiekis yra pakankamas, kad pasigaminty reik§mingas cirkuliuojanciy estrogeny (3) kiekis,
prie$ naudojant gyviinus reikéty patikrinti — bent penkias dienas i3 eilés (pvz., 10-14 dieng po ovariektomijos, kai
ji atlikta Ziurkéms) stebéti i§ maksties paimto tepinélio epitelines lasteles. Jeigu yra kokiy nors pozymiy, kad prasi-
deda gyviny ruja, Siy gyviiny nereikéty naudoti. Véliau per nekroskopija reikéty istirti kiausidziy pasalinimo
vietas ir patikrinti, ar néra kiau$idziy audinio likuciy. Jei yra, to gyviino reikéty nejskaityti i atlieckamus skai¢ia-
vimus (3).

31.  Ovariektomijos procedira pradedama gyviinui esant pilvo (kniibs¢ioje) gulimojoje padétyje, ji tinkamai nuskaus-
minus. Pjavis dorsolateralinei pilvo sienelei atverti turéty biiti apie 1 cm ilgio ir daromas per vidurj tarp Sonkauliy
krasto ir kryzkaulio, per kelis milimetrus atitrauktas i Song link lateralinés strény raumens ribos. Kiausides i§ pilvo
ertmes reikety iSimti ant sterilaus pavirSiaus. Kiausides reikéty atskirti kiausintakiy ir gimdos susijungimo vietose.
[sitikinus, kad néra didelio kraujavimo, pilvo sienele reikéty susiditi, odg sukabinti chirurginémis kabémis arba
atitinkamai susiiti. Perri§imo taskai schematiskai parodyti 1 pvz., Po operacijos reikéty taikyti tinkamg analgezija
pagal grauziky gydymo patirties turincio veterinarijos gydytojo rekomendacijas.

Kiino masé

32.  Kai taikomas OVX suaugusio gyvino metodas, kiino masé ir gimdos masé nekoreliuoja, nes gimdos mase veikia
hormonai, pavyzdziui, estrogenai, o ne augimo veiksniai, nuo kuriy priklauso kiino dydis. Kai taikomas nesubren-
dusiy gyviny modelis, kol gyviinas bresta, kiino masé, prieSingai, biina susijusi su gimdos mase (34). Taigi, kai
taikomas nesubrendusiy gyviny modelis, naudojamy gyviny masés variacija tyrimo pradzioje turi bati kuo
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mazesné ir nevir§yti + 20 % vidutinés masés. Tai reiskia, kad veiséjas turéty standartizuoti vados dydj ir taip uztik-
rinti, kad skirtingy motininiy gyviny palikuonys baty Seriami mazdaug vienodai. Gyviinus reikéty suskirstyti
grupes (kontroling ir gaunancia dozes) atsitiktine tvarka pagal mase, kad kiekvienos grupés kiino masés vidurkis
statistiskai nesiskirty nuo kity grupiy. Reikéty stengtis j ta pacig dozes gaunancig grupe, jei jmanoma, neskirti tos
pacios vados gyviiny nepadidinus tyrimui naudojamy vady skaiciaus.

Dozavimas

33.  Norint nustatyti, ar bandomoji cheminé medziaga gali daryti estrogeninj poveikj in vivo, paprastai pakanka dviejy
dydziy dozés grupiy ir kontrolinés grupés, todél riipinantis gyviiny gerove tokiai struktiirai yra teikiama pirme-
nybé. Jeigu yra siekiama nubréZti dozés ir atsako tarpusavio rysio kreive arba duomenis ekstrapoliuoti maZesnéms
dozéms, reikalingos bent trijy dydziy dozés grupés. Jeigu reikalinga informacija ne tik apie estrogeninj veikima
(pavyzdziui, reikia jvertinti stipruma), reikéty pasirinkti kitokj dozavimo rezima. Kontrolinés grupés gyviinai
turéty bati laikomi tomis paciomis salygomis kaip ir bandomieji gyviinai, iskyrus tai, kad jiems neduodama
bandomosios cheminés medziagos. Jei bandomajai cheminei medziagai duoti yra naudojamas nesiklis, kontroliné
grupé turéty gauti tokj patj nesiklio kieki, koks yra duodamas dozes gaunancioms grupéms (arba didZiausig jo
kiekij i§ duodamo dozes gaunancioms grupéms, kai $is kiekis skirtingose grupése yra skirtingas).

34. Kai atlickama poveikiu gimdai pagrista bioanalizé, reikia parinkti tokias dozes, kad buty uztikrinta, jog gyvinas
nenugais, ir kad praéjus trims dienoms i§ eilés nuo cheminés medziagos davimo pradzios doz¢ didinant iki maksi-
malaus 1 000 mg/kg per dieng kiekio gyviinams dar nepasireiksty reik§mingas toksiskas poveikis ir jie nepatirty
dideliy kanciy. Visus dozés dydzius reikéty sitlyti ir pasirinkti atsizvelgiant j jau turimus bandomosios cheminés
medZziagos ar jai giminingy medziagy toksiskumo ir (toksiko)kinetinius duomenis. Pasirenkant didziausig dozg
pirmiausia reikéty atsizvelgti { LD50 ir (arba) imaus toksiskumo informacija, kad buty i§vengta gyviiny mirties,
didelio skausmo arba kanciy (24) (25) (26). Didziausia dozé turéty atitikti maksimalig toleruojamg doze (MTD);
tyrimas, atliktas su tokio dydzio doze, kurig duodant pasireiské teigiamas poveikj gimdai turintis atsakas, taip pat
baty tinkamas. Atrankos tikslais dideli intervalai (pvz., po puse log vieneto, o tai atitinka dozés progresija 3,2,
arba net po vieng log vienetg) tarp doziy daZniausiai biina priimtini. Jeigu tinkamy duomeny dozéms nustatyti
néra, galima atlikti dozés dydzio intervalo nustatymo tyrima, kuris padéty nustatyti, kokias dozes naudoti.

35.  Kitu atveju, jeigu agonisto estrogeninio poveikio stipruma galima jvertinti pagal in vitro (arba in silico) duomenis,
pasirenkant doz¢ | juos taip pat galima atsizvelgti. Pavyzdziui, bandomosios cheminés medziagos kiekis, kuris
sukelty tokj patj poveikj gimdai turintj atsaka kaip etaloninis agonistas (etinilestradiolis), yra jvertinamas pagal jo
santykinj in vitro poveikio stiprumga, palyginti su etinilestradioliu. DidZiausia bandomoji dozé bity apskaiciuota
padauginus §j dozés ekvivalenta i3 atitinkamo koeficiento, pvz., 10 arba 100.

Dozés dydzio intervalo nustatymas

36. Jeigu reikia, i§ pradziy galima atlikti dozés dydZio intervalo nustatymo tyrima su keliais gyviinais. Siuo tikslu
toksiskumo gyviinams arba kanciy klinikiniams poZymiams apibidinti galima remtis EBPO Rekomendaciniu
dokumentu Nr. 19 (25). Jeigu pagal §j dozés dydzio intervalo nustatymo tyrima tai yra jmanoma, po trijy dozés
davimo dieny, praéjus 24 valandoms po paskutinés dozés davimo, gimdg galima igpjauti ir pasverti. Siais duome-
nimis paskui galima pasinaudoti pagrindiniame tyrime (pasirenkant tinkamg maksimalig ir mazesng¢ dozes, doziy
grupiy skaiciy).

Doziy davimas

37.  Bandomoji cheminé medZiaga duodama per virskinamajj trakta naudojant zondg arba poodinémis injekcijomis.
Pasirenkant davimo buda reikia atsizvelgti | gyviiny gerovés, toksikologinius aspektus, pavyzdZziui, artimumg
zmoniy saly¢io su chemine medziaga bidui (pvz., naudojant zonda atkartojamas salytis per virskinamajj trakta,
poodinémis injekcijomis — salytis per kvépavimo takus arba sugertis per oda), fizikines ir (arba) chemines bando-
mosios medziagos savybes, ypac j turima toksikologing informacija ir duomenis apie metabolizmg ir kinetikg (t. y.
tai, kad reikia vengti pirmojo pasazo metabolizmo, arba tai, kad poveikis biina didesnis, jei duodama tam tikru
badu).

38.  Jei yra jmanoma, pirmiausia rekomenduojama naudoti vandeninj tirpala ir (arba) suspensija. Bet dauguma estro-
geny ligandy arba jy metaboliniy prekursoriy daznai biina hidrofobiniai, todél dazniausiai naudojamas tirpalas ir
(arba) aliejiné suspensija (pvz., su kukuriizy, Zemés rieSuty, sezamo arba alyvuogiy aliejumi). Taciau $iy aliejy kalo-
ringumas ir jy sudétyje esanciy riebaly kiekis yra nevienodas, taigi nesiklis gali paveikti bendrg metabolizuojancios
energijos (ME) isisavinimga ir dél to pakeisti matuojamas vertinamasias baigtis, pavyzdziui, gimdos masg, ypac kai
taikomas nesubrendusiy gyviiny metodas (33). Taigi prie§ atliekant tyrimg visus ketinamus naudoti nesiklius



L 24732 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2014 8 21

reikéty isbandyti per kontrolinius bandymus be nesiklio. Bandomgsias chemines medZiagas galima iStirpinti mini-
maliame kiekyje 95 % etanolio arba kito atitinkamo tirpiklio ir atskiesti iki darbinés koncentracijos, esancios
bandomajame nesiklyje. Toksiskos tirpiklio savybés turi baiti Zinomos, jas reikéty isbandyti atskiroje kontrolinéje
grupéje, kurioje naudojamas tik tirpiklis. Jeigu bandomoji cheminé medziaga yra laikoma stabilia, tam, kad ji leng-
viau tirpty, galima ja lengvai pakaitinti, greitai mechaniskai pamaisyti. Reikéty nustatyti bandomosios cheminés
medziagos stabilumg nesiklyje. Jeigu bandomoji cheminé medziaga per visg tyrimg ilieka stabili, galima parengti
vieng prading alikvoting bandomosios cheminés medziagos dalj ir kasdien jg skiesti nustatytomis dozémis.

39. Dozavimo trukmé priklausys nuo taikomo modelio (26 punkte aptartas nesubrendusiy gyviny modelis,
30 punkte — OVX suaugusiy gyviiny modelis). Nesubrendusioms Ziurkiy pateléms bandomosios cheminés
medziagos dozés duodamos kasdien tris dienas i§ eilés. Dozes duoti tris dienas rekomenduojama ir Ziurkiy pate-
léms, kurioms atlikta ovariektomija, bet ilgesnis doziy davimas yra galimas ir gali pagerinti silpny cheminiy
medZziagy nustatymo rezultatus. Jei naudojamos peliy patelés, kurioms atlikta ovariektomija, turéty pakakti dozes
duoti tris dienas; kai naudojami stipriis estrogeny agonistai, $io laikotarpio pratgsimas iki septyniy dieny paste-
bimai didesnés naudos neduoda, taciau per tinkamumo patvirtinimo tyrima (16) toks rysys su silpnais estrogenais
nenustatytas, taigi suaugusioms peléms, kurioms atlikta ovariektomija, doziy davimo laikotarpj galima pratesti iki
7 dieny i§ eilés. Dozé turéty buti duodama kiekviena dieng panasiu laiku. Prireikus dozes reikéty tikslinti, kad
bty islaikytas pastovus dozés dydis pagal santyki su gyviino kiino mase (pvz., bandomosios cheminés medziagos
miligramai vienam kiino masés kilogramui per dieng). Kalbant apie bandomosios medziagos kieki, reikéty uztik-
rinti, kad pagal santykj su kiino mase jis kuo maziau keistysi, — tikslinti dozés tirpalo koncentracijg taip, kad visais
dozés lygmenimis ir naudojant visus dozés davimo bidus bity uZtikrintas pastovus bandomosios cheminés
medziagos kiekis pagal santykj su kiino mase.

40.  Kai bandomoji cheminé medziaga duodama per zonda, gyviinams per viena diena turéty biti duodama tik viena
dozé naudojant skrandZio zondg arba tinkamg intubacinj vamzdelj. DidZiausias gyvinui vienu metu duodamo
skyscio kiekis priklauso nuo bandomojo gyviino dydzio. Reikéty laikytis vietos gyviiny prieZifiros taisykliy, taciau
Sis kiekis neturéty bati didesnis kaip 5 ml/kg kiino masés, i$skyrus vandeninius tirpalus, kuriy galima duoti po
10 ml/kg kiino masés.

41. Kai bandomoji cheminé medZiaga duodama poodinémis injekcijomis, jos turéty bati suleidziamos viena paros
doze. Dozés turéty bati leidziamos mentikaulio arba strény srityje sterilia adata (pvz., 23 arba 25 dydzio) ir tuber-
kulino $virkstu. Injekcijos vietos nuskusti nebiitina. Jei dozé prarandama, injekcijos vietoje prateka arba suduo-
dama ne visa, tai reikéty uZradyti. Vienai Ziurkei per parg reikéty suleisti ne daugiau kaip 5 ml/kg kiino masés
injekcijos, injekcija padalijus ir suleidus dviejose vietose, i§skyrus tuos atvejus, kai naudojami vandeniniai tirpalai
ir galima leisti 10 ml/kg kiino masés injekcijas.

Stebéjimai
Bendri ir klinikiniai stebéjimai

42.  Bendrus klinikinius stebéjimus reikéty atlikti bent karta per dieng ir dazniau, jei pastebima toksiskumo pozymiy.
Stebéjimus geriausia atlikti tuo paciu metu, kiekvieng dieng, atsizvelgiant i didZiausio laukiamo poveikio po dozés
davimo laikg. Reikéty visus gyviinus tikrinti, ar nenugaiSo, ar negaista, vertinti bendrus klinikinius poZymius,
pavyzdziui, elgsenos, odos, kailio, akiy, gleivinés pakitimus, sekreto ir ekskrecijy daznj, autonominj aktyvuma
(pvz., aarojima, plauky pasiausima, vyzdzio dydj, nejprasta kvépavima).

Kiino masé ir pasaro suvartojimas

43, Visus gyvinus reikéty kasdien pasverti 0,1 g tikslumu, pradedant sverti prie§ pat tyrimo pradzia, t. y. kai gyviinai
suskirstomi i grupes. Kitas biidas — galima matuoti per tyrima kiekvieno narvelio gyviiny suvartojamo pasaro
kiekj sveriant $érimo jrenginj. Pasaro suvartojimo rezultatus reikéty iSreiksti gramais vienai Ziurkei per dieng.

Skrodimas ir gimdos masés matavimas

44.  Pragjus dvidesimt keturioms valandoms po paskutinés dozés davimo Ziurkés humaniskai numarinamos. Idealiu
atveju nekroskopija atliekama gyviinus imant atsitiktine tvarka i jvairiy grupiy, siekiant i$vengti tiesioginés didé-
jancios ar mazéjancios progresijos kurioje nors dozés grupéje, nes tai galéty Siek tiek paveikti duomenis. Bioana-
lizés tikslas — iSmatuoti ir dar drégnos gimdos, ir nusausintos gimdos mase. Dar drégno organo mase sudaro
gimda ir luminalinis skystis. Nusausinto organo masé matuojama i§ gimdos nuspaudus ir pasalinus luminalinj
turinj.
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45.  Jei skrodZiami nesubrend¢ gyviinai, prie§ skrodimg apzitirima, kokia yra maksties atsivérimo biklé. Skrodimas
pradedamas atveriant pilvo sienele nuo gaktos simfizio. Paskui nuo dorsalinés pilvo sienelés atskiriami gimdos
ragai ir kiausidés, jei jos yra. Nuo ventralinés ir lateralinés gimdos ir maksties pusés atskiriama $lapimo pislé ir
Slapimtakiai. Skaidulinés sgaugos tarp tiesiosios Zarnos ir maksties yra atskiriamos, kol bus matoma maksties
angos susijungimo su tarpvietés oda vieta. Gimda ir makstis atskiriamos nuo kino jpjaunant maksties sienele i3
karto vir§ susijungimo su tarpvietés oda vietos, kaip parodyta 2 pvz., Gimda reikéty atskirti nuo kiino sienelés
atsargiai nupjaunant gimdos pasaitus jy prisijungimo taskuose per visa kiekvieno gimdos rago dorsolateralinj ilgi.
I8imtg i§ kiino gimda reikéty pakankamai greitai sutvarkyti, kad audiniai neiddzitty. Masés praradimas dél idziu-
vimo tampa dar svarbesnis, kai dirbama su smulkiais audiniais, tokiais kaip gimdos (23). Jeigu yra kiausidés, jos
atskiriamos prie kiausintakiy stengiantis, kad i§ gimdos rago neiStekéty luminalinis skystis. Jeigu gyvanui buvo
atlikta ovariektomija, reikéty patikrinti, ar kiauidziy pasalinimo vietoje néra kiausidziy audinio likuciy. Nupjau-
namas perteklinis riebalinis sluoksnis ir jungiamieji audiniai. Makstis i§pjaunama i§ gimdos po gimdos kakleliu
taip, kad gimdos kaklelis likty prie gimdos kiino, kaip parodyta 2 pav.

46.  Kiekvieng gimda reikéty jdéti j unikalia Zyma paZzymeéty ir pasvertg indg (pvz. petri 1ékstele arba plastiking
svérimo vonelg) ir toliau stengiantis, kad iki svérimo audiniai neiddzifity (pvz., | inda galima padéti fiziologiniu
skys¢iu Siek tiek sudrékinty filtravimo popieriy). Gimda su liminaliniu skys¢iu sveriama 0,1 mg tikslumu (dar

drégnos gimdos masé).

47.  Kiekviena gimda paskui ruosiama atskirai — pasalinamas luminalinis skystis. Abu gimdos ragai praduriami arba
perpjaunami isilgai. Gimda padedama ant siek tiek sudrékinto filtravimo popieriaus (pvz., vatmano Nr. 3) ir leng-
viau prispaudziama antru Siek tiek sudrékintu filtravimo popieriaus lakstu, kad luminalinis skystis visiSkai pasisa-
linty. Gimda be luminalinio skys¢io pasveriama 0,1 mg tikslumu (nusausintos gimdos masg).

48.  Gimdos masés duomenis tyrimo pabaigoje galima panaudoti uZztikrinimui, kad nebiity vir§ytas atitinkamas nesu-
brendusiy ir neporuoty Ziurkiy amzius, bet Siuo aspektu lemiama reik$me turi ankstesni duomenys apie laborato-
rijos naudojama Ziurkiy veisle (dél rezultaty aiskinimo Zr. 56 punkta).

Neprivalomi tyrimai

49.  Pasvertg gimdg galima déti { 10 % neutraly buferinj formalina, kad véliau nudazius hematoksilino ir eozino (HE)
dazais bity galima atlikti histopatologinius tyrimus. Makstj galima atitinkamai tirti (zr. 9 punkta). Kiekybiniy paly-
ginimy tikslais dar galima atlikti morfometrinius endometrinio epitelio matavimus.

DUOMENYS IR ATASKAITA

Duomenys
50. Tyrimo duomenis turéty sudaryti §j informacija:

— gyviny skai¢ius analizés pradzioje;

— gyvuny, kurie atliekant analiz¢ nugaiSo arba dél humanisky prieZas¢iy buvo numarinti, skaicius, identifika-
vimo duomenys, nugai$§imo arba humanisko numarinimo data ir laikas;

— gyviny, kuriems pasireiské toksiskas poveikis, skaicius, identifikavimo duomenys ir pastebéty toksiskumo
pozymiy apibtidinimas, jskaitant duomenis apie kiekvieno toksiskumo poZymio pasireiskimo pradzia, trukme,
stiprumag; ir

— gyviny, kuriems pasireiské kokio nors pobiudzio pazeidimai, skaiius, identifikavimo duomenys ir pazeidimo
apibtdinimas.

51.  Reikéty uzrasyti kiekvieno gyvino kiino mase, dar drégnos gimdos ir nusausintos gimdos mase. Norint nustatyti,
ar bandomosios cheminés medziagos vartojimas sukélé statistiskai reik$mingg (p< 0,05) gimdos masés didéjima,
reikéty taikyti vienpuse statisting agonisty analize. Reikéty atlikti atitinkamag statisting analize ir nustatyti, kokiy su
doziy vartojimu susijusiy pokyc¢iy jvyko, vertinant dar drégnos ir nusausintos gimdos masg. Pavyzdziui, duomenis
galima vertinti taikant kovariacinés analizés (ANCOVA) metods, nes kiino masé nekroskopijos metu yra kovarijuo-
jantis dydis. Prie§ analizuojant duomenis galima atlikti gimdos duomeny variacijas stabilizuojancig logaritming
transformacijg. Kiekvienos dozés grupés ir nesiklio kontrolinés grupés duomeny poroms prasmingai palyginti ir
patikimumo intervalams apskaiciuoti galima taikyti Dunett ir Hsu metodg. Galimoms i$skirtims nustatyti ir
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variacijy homogeniskumui jvertinti galima naudoti stjudentizuotas netik¢iy diagramas. Sios procediiros buvo
taikomos EBPO tinkamumo patvirtinimo programoje, statistinés analizés sistemoje buvo naudojama
PROC GLM procedira (SAS Institute, Cary, NC) (8 versija) (6) (7).

52.  Gautingje ataskaitoje pateikiama $i informacija:

Bandymyg atliekanti jstaiga:

— atsakingi darbuotojai ir jy pareigos atliekant tyrimg;

— bazinio teigiamo kontrolinio bandymo duomenys ir periodinés teigiamos kontrolés duomenys (zr. 26
ir 27 punktus).

Bandomoji cheminé medZiaga:

— bandomyjy cheminiy medziagy apibGdinimas;

— fizikiné biisena ir, jei reikia, fizikinés ir cheminés savybés;
— skiedimo metodas ir periodiskumas;

— visi surinkti duomenys apie stabiluma;

— visy dozavimo sprendimy analizé.

Nesiklis:
— bandomojo nesiklio apibiidinimas (pobidis, tiekéjas ir partija);

— nesiklio pasirinkimo pagrindimas (jei nesiklis ne vanduo).

Bandomieji gyviinai:

— risis, veislé ir jy pasirinkimo pagrindimas;

— tiekéjas ir konkreti tiekéjo jranga;

— amzius pristacius ir atsivedimo data;

— jei gyviinai yra nesubrendg, — ar pristatyti kartu su motinine arba kita Zindancia patele ir nujunkymo data;
— gyvuny aklimatizacijos procediiros duomenys;

— viename narvelyje latkomy gyviiny skaicius;

— kiekvieno gyviino ir gyviny grupés identifikavimo duomenys ir Zenklinimo metodas.

Analizés sglygos:

— duomenys apie atsitiktinés atrankos eigg (t. y. taikytas metodas);
— pagrindiné priezastis, nulémusi dozés dydzio pasirinkima;
— duomenys apie bandomosios cheminés medziagos sudétj, gauta koncentracija, stabiluma ir vienalytiskuma;

— i§samiis duomenys apie tai, kaip bandomoji cheminé medziaga duodama, ir pagrindiné priezastis, nulémusi
davimo biido pasirinkima;

— pasarai (pavadinimas, rasis, tiekéjas, sudétis ir, jei Zinoma, fitoestrogeny kiekis);

— vandens $altinis (pvz., vandentiekio ar filtruotas vanduo) ir tiekimas (vamzdeliais i§ didelio konteinerio, bute-
liais ir t. t.);

— kraikas (pavadinimas, risis, tiekéjas, sudétis);

— duomenys apie laikymo narvelyje salygas, apsvietimo intervalus, patalpos temperatirg ir drégme, patalpos
valyma;

— i8samus nekroskopijos ir gimdos svérimo procediiry aprasas;

— statistiniy procediiry aprasas.
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Rezultatai
Apie kiekvieng gyviing:

— visi kasdieniai kiekvieno gyviino kiino masés rodikliai (nuo suskirstymo i grupes iki nekroskopijos (0,1 g tiks-
lumuy);

— kiekvieno gyviino amzius (dienomis, skai¢iuojant nuo atsivedimo dienos, kuri laikoma 0 diena), kada prade-
dama duoti bandomosios cheminés medziagos;

— kiekvienos dozés davimo data ir laikas;

— apskaiciuotas kiekis ir duodama dozé, pastabos, ar duodant arba po davimo dozé nebuvo prarasta;
— kasdienis gyviino biisenos registravimas, jskaitant svarbius simptomus ir pastebétus dalykus;

— jtariama nugai$imo prieZastis (jeigu per tyrimg gyviinas randamas gaistantis arba nugaises);

— humanisko numarinimo data ir laikas ir laiko intervalas nuo paskutinés dozés davimo;

— dar drégnos gimdos masé (0,1 mg tikslumu) ir pastabos dél luminalinio skys¢io praradimo per skrodimg ir
paruo$img sverti;

— nusausintos gimdos masé (0,1 mg tikslumu).

Apie kiekvieng gyviiny grupe:

— dienos kiino masés vidurkis (0,1 g tikslumu) ir standartiniai nuokrypiai (nuo suskirstymo j grupes iki nekros-
kopijos);

— dar drégnos gimdos masés vidurkis ir nusausintos gimdos masés vidurkis (0,1 mg tikslumu) bei standartiniai
nuokrypiai;

— pasaro suvartojimas per dieng, jei matuojama (skai¢iuojamas vieno gyviino suvartoto pasaro kiekis gramais);

— statistinés analizés rezultatai lyginant dozes gaunanciy grupiy gyviiny dar drégnos ir nusausintos gimdos
masés rodiklius su tais paciais nesiklio kontroliniy grupiy gyviiny rodikliais;

— statistinés analizés rezultatai lyginant dozes gaunanciy grupiy gyviny kiino mase ir kiino masés prieaugj su
tais paciais nesiklio kontroliniy grupiy gyviiny rodikliais.

53.  Svarbiy pagal bandymy metoda rekomenduojamy aspekty santrauka

Ziurkés Pelés

Gyviinai

Veislé Dazniausiai naudojama laboratoriniy grauziky veislé

Gyviny skaicius Ne maziau kaip po 6 gyviinus vienoje dozés grupéje

Grupiy skaicius Ne maziau kaip 2 bandymo grupés (paaiskinimai pateikti 33 punkte) ir
neigiamos kontrolés grupé
Paaiskinimai dél teigiamos kontrolés grupiy pateikti 26 ir 27 punktuose

Laikymo ir $érimo salygos

Gyviny patalpos temperatiira 22°C+3°C

Santykiné drégmeé 50-60 %, ne mazesné kaip 30 % ir ne didesné kaip 70 %

Apsvietimo seka per parg 12 h $viesos, 12 h tamsos

Pagaras ir geriamasis vanduo Ad libitum
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Ziurkés Pelés
Lajkymas Atskirai arba grupémis ne daugiau kaip po tris gyviinus (nesubrendusius

54.

55.

gyviinus rekomenduojama laikyti socialinémis grupémis)

Pasaras ir kraikas

Rekomenduojama uztikrinti, kad naudojamuose pasaruose ir kraike bty mazai
fitoestrogeny

Protokolas

Metodas

Metodas, kai naudojamos suaugusios
patelés, kurioms atlikta ovariektomija

Metodas, kai naudojamos nesubren-
dusios patelés, kurioms neatlikta
evariektomija (iam metodui teikiama
pirmenybg)

Metodas, kai naudojamos suaugusios
patelés, kurioms atlikta ovariektomija

Nesubrendusiy gyviiny amzZius,
nuo kurio pradedama duoti
dozes

Ne anksciau kaip 18 PND. Dozes Siam bandymy metodui neaktualu

reikéty baigti duoti iki 25 PND

AmZius, kada atliekama
ovariektmija

6-8 amZiaus savaite

Gyviny, kuriems atlikta
ovariektomija, amzius, nuo
kurio pradedama duoti dozes

Nuo ovariektomijos iki pirmos dozés
davimo turi praeiti ne maziau kaip
7 dienos

Nuo ovariektomijos iki pirmos dozés
davimo turi praeiti ne maziau kaip
14 dieny

Kiino masé

Kiino masés variacija turéty baiti minimali, ne didesné kaip + 20 % vidutinés
masés

Dozavimas

Davimo biidas

Per virSkinamajj trakg naudojant zondg arba poodinés injekcijos

Davimo periodiskumas

Viena dozé per dieng

Kiekis duodant per zondg ir su
injekcija

< 5ml/kg kiino masés (arba iki 10 ml/kg kiino masés, kai duodami vandeniniai
tirpalai) (jei daromos injekcijos, 2 injekcijos vietos)

Davimo trukmeé

7 dienos i3 eilés, kai taikomas OVX
gyviiny modelis

3 dienos i3 eilés, kai taikomas nesu-
brendusiy gyviiny modelis

Ne trumpiau kaip 3 dienos i3 eilés,
kai taikomas OVX gyviiny modelis

Nekroskopijos laikas

Praéjus apie 24 h nuo paskutinés dozés

Rezultatai

Teigiamas atsakas

Statistiskai reik§mingas gimdos (dar drégnos ir (arba) nusausintos) masés
vidurkio paadidéjimas

Etaloninis estrogenas

17a-etinilestradiolis

REKOMENDACIJOS DEL REZULTATY AISKINIMO IR PRIEMIMO

Apskritai estrogeninio poveikio bandyma reikéty laikyti teigiamu, jeigu gimdos masés padidéjimas yra statistiskai
reik§mingas (p< 0,05) bent jau didelés dozés lygmeniu, palyginti su tirpalo kontroline grupe. Teigiamas rezultatas
dar patvirtinamas pademonstruojant biologiskai galimg rysj tarp dozés ir atsako stiprumo, turint omenyje, kad
vienu metu pasireiskiantis estrogneninis ir antiestrogeninis bandomosios cheminés medziagos poveikis gali turéti
jtakos reakcijos | doze kreivés formai.

Kad gautus duomenis bity galima prasmingai aiskinti, reikéty stengtis nevirSyti maksimalios toleruojamos dozés.
Kiinos masés sumazéjimg, klinikinius poZymius ir kitus gautus duomenis reikéty Siuo pozitriu kruopsciai jver-

tinti.
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56. Svarbus poveikiu gimdai pagristos bioanalizés duomeny priémimo kriterijus yra nesiklio kontrolinés grupés
gyviiny gimdos masé. Didelés kontrolinés vertés gali kelti abejoniy dél bioanalizés jautrumo ir gebéjimo nustatyti
labai silpnus estrogeny agonistus. Perzvelgus literatfiros Saltinius ir duomenis, gautus tvirtinant poveikiu gimdai
pagristos bioanalizés tinkamumg, matyti, kad dideli kontroliniy ver¢iy vidurkiai tikrai atsiranda spontaniskai, ypa¢
kai naudojami nesubrend¢ gyviinai (2) (3) (6) (9). Nesubrendusiy Ziurkiy gimdos masé priklauso nuo daugelio
kintamuyjy, pavyzdzZiui, veislés arba kiino masés, galutinés auk3¢iausios gimdos masés ribos nurodyti nejmanoma.
Pavyzdziui, jeigu kontrolinés grupés nesubrendusiy Ziurkiy nusausintos gimdos masé yra 40-45 mg, rezultatus
reikéty vertinti kaip jtartinus, o jei gimdos masé yra didesné negu 45 mg, bandymg gali tekti pakartoti. Taciau tai
kiekvienu atveju reikia vertinti atskirai (3) (6) (8). Kai bandymai atliekami su suaugusiomis Ziurkémis, ne iki galo
atlikus ovariektomija palickama kiausidziy audinio, kuris gali gaminti endogeninius estrogenus ir stabdyti gimdos
mases regresija.

57. Jeigu nediklio kontrolinés grupés gyviny nusausintos gimdos masé sudaro: nesubrendusiy Zziurkiy pateliy —
maziau negu 0,09 % kano masés, jauny suaugusiy pateliy, kurioms atlikta ovariektomija, — 0,04 % [Zr.
31 lentele (2)], tada tikétina, kad rezultatai yra priimtini. Jeigu kontrolinés gimdos masés vertés yra didesnés uz
Sias reikSmes, reikéty nuodugniai patikrinti jvairius veiksnius, tarp jy — gyviiny amziy, ar tinkamai atlikta ovariek-
tomija, fitoestrogeny kiekj pasaruose ir t. t.; neigiamus tyrimo rezultatus (estrogeninio veikimo pozymiy nenusta-
toma) reikéty vertinti labai atsargiai.

58.  Anksciau surinktus nesiklio kontroliniy grupiy duomenis reikéty saugoti laboratorijoje. Anks¢iau surinktus
duomenis apie atsakg | teigiamus etaloninius estrogenus, pavyzdZiui, 17a-etinilestradiolj, taip pat reikéty saugoti
laboratorijoje. Laboratorijos taip pat gali isbandyti atsaka j Zinomus silpnus estrogeny agonistus. Visus $iuos
duomenis galima palyginti su turimais duomenimis (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8), kad bty uZtikrinta, jog pagal labora-
torijos metodus atliekami tyrimai yra pakankamai jautrs.

59.  Per EBPO tinkamumo patvirtinimo tyrimg nusausintos gimdos masés duomeny variacijos buvo mazesnés, paly-
ginti su dar drégnos gimdos masés duomenimis (6) (7). Taciau reik§mingas bet kurio i§ $iy maty atsakas rodyty,
kad bandomoji cheminé medZiaga tikrai daro estrogeninj poveiki.

60. Poveikj gimdai turintis atsakas biina ne vien estrogeninés kilmés, taCiau teigiamus poveikiu gimdai pagristos bioa-
nalizés rezultatus paprastai reikéty aiskinti kaip galimo estrogeninio poveikio in vivo jrodyma ir imtis tolesnio
aiskinimosi tyrimy (7r. 9 punktg ir EBPO Konceptualig endokrining sistemg ardan¢iy cheminiy medZiagy
bandymo ir vertinimo sistemg (2 priedas)).

1 pvz.

Chirurginio kiau$idZiy pasalinimo schema

Kiauside

> Kiausintakis

= Pjauti Cia

P Gimda

Pjiivis
Gimdos pasaitai, kraujagyslés ir
riebalinis sluoksnis neparodytas

Procediira pradedama atveriant dorsolateraling pilvo sienele per vidurj tarp Sonkauliy krasto ir kryzkaulio, per
kelis milimetrus j $ong link lateralinés strény raumens ribos. Pilvo ertméje surandamos kiausidés. Kiausidés fiziskai
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isimamos i§ pilvo ertmés ant sterilaus pavirsiaus, tarp kiausidés ir gimdos dedama ligattira kraujavimui sustabdyti,
kiausidés atskiriamos pjaviu vir§ ligattiros kiausintakiy ir kiekvieno gimdos rago susijungimo vietose. [sitikinus,
kad néra didelio kraujavimo, pilvo sienele reikéty susiditi, odg sukabinti chirurginémis kabémis arba atitinkamai
susititi. Iki naudojimo bandyme reikéty palaukti bent 14 dieny, kol gyviinai atsigaus ir gimdos masé regresuos.

2 pvz.

Gimdos audiniy i$émimas ir parengimas masés matavimui

GIMDOS
MASE

Atskyrimo linija atlickant nekroskopija

Procediira pradedama atveriant pilvo sienelg prie gaktos simfizio. Paskui nuo dorsalinés pilvo sienelés atskiriama
kiekviena kiausidé, jei yra, ir gimdos ragai. Nuo pilvinés ir lateralinés gimdos ir maksties pusés atskiriama $lapimo
paslé ir slapimtakiai. Skaidulinés sgaugos tarp tiesiosios Zarnos ir maksties yra atskiriamos taip, kad bity galima
matyti maksties angos ir tarpvietés odos susijungimo vieta. Gimda ir makstis atskiriamos nuo kino jpjaunant
maksties sienele i§ karto vir§ susijungimo su tarpvietés oda vietos, kaip parodyta 2 pvz., Gimda reikéty atskirti
nuo kiino sienelés atsargiai nupjaunant gimdos pasaitus jy prisijungimo taskuose per visa kiekvieno gimdos rago
dorsolateralinj ilgj. I3¢mus i§ kiino nupjaunami perteklinis riebalinis sluoksnis ir jungiamasis audinys. Jeigu kiau-
§idés yra, jos atskiriamos prie kiausintakiy, stengiantis, kad i§ gimdos rago neistekéty luminalinis skystis. Jeigu
gyvinui buvo atlikta ovariektomija, reikéty patikrinti, ar kiausidziy pasalinimo vietoje néra kiausidziy audinio
liku¢iy. Makstis atskiriama nuo gimdos po gimdos kakleliu, kad gimdos kaklelis likty prie gimdos kiino, kaip
parodyta 2 pvz., Paskui gimdg galima pasverti.
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1 priedélis

SAVOKOS

Antiestrogeninis poveikis — tai cheminés medziagos savybé stabdyti 178 estradiolio veikima Zinduoliy organizme.
Cheminé medziaga — tai medZiaga arba misinys.

Atsivedimo data — yra 0 postnataliné diena.

Dozavimas — bendras terminas, apimantis dozés dydi, jos daznj ir dozés davimo trukme.

Dozé - duodamas bandomosios cheminés medziagos kiekis. Atliekant poveikiu gimdai pagrista bioanaliz¢ dozé ireis-
kiama bandomosios cheminés medziagos mase bandomojo gyviino masés vienetui per dieng (pvz., mg/kg kiino masés|
per diena).

Maksimali toleruojama dozé (MTD) - didZiausias cheminés medziagos kiekis, kuriam patekus | bandomyjy gyviiny
organizma gyviinai nenugaista (Zymima LD,) (IUPAC, 1993).

Estrogeninis poveikis — tai cheminés medziagos savybé Zinduoliy organizma veikti kaip 178 estradiolis.
X postnataliné diena — X-oji diena nuo atsivedimo.

Jautrumas - visy teigiamy/veikliy cheminiy medziagy, kurios yra teisingai suklasifikuojamos pagal bandymo rezul-
tatus, dalis. Tai bandymy metodo, kurj taikant gaunami kategoriski rezultatai, tikslumo matas, kuris yra svarbus kriterijus
vertinant bandymy metodo tinkamuma.

SpecifiSkumas - visy neigiamy/neveikliy cheminiy medziagy, kurios yra teisingai suklasifikuojamos pagal bandymo
rezultatus, dalis. Tai bandymy metodo, kurj taikant gaunami kategoriski rezultatai, tikslumo matas, kuris yra svarbus
kriterijus vertinant bandymy metodo tinkamuma.

Bandomoji cheminé medziaga — bet kuri pagal § bandymy metoda bandoma medziaga arba misinys.

Turintis poveikj gimdai — sgvoka vartojama teigiamam poveikiui gimdos audiniy augimui apibidinti.

Tinkamumo patvirtinimas — mokslinis procesas, kurio paskirtis — apradyti darbo reikalavimus ir bandymy metodo
apribojimus siekiant parodyti metodo patikimumg ir tinkamuma konkre¢iam tikslui.



2 priedélis

Pastaba. S dokumentg parengé Bandymy gairiy programos sekretoriatas pagal 6-ajame EDTA darbo grupés posédyje sudaryta susitarima

EBPO konceptuali endokrining sistemg ardanéiy cheminiy medZiagy bandymo ir vertinimo sistema

1 lygmuo

Suskirstymas ir prioritety

skaidumas

nustatymas pagal turimg informacija

— Fizikinés ir cheminés savybés, pvz., molekuliné masé, reaktyvumas, lakumas, biologinis

— Poveikio Zmogui ir gamtai biidai, pvz., gamybos mastas, i$leidimas, naudojimo modeliai
— Pavojingumas, pvz., turimi toksikologiniai duomenys

2 lygmuo

Invitro assays analizés
mechanistiniams duomenims

— RigimosiprieER, AR, TR receptoriy afiniskumas

— Transkripcijos aktyvinimas

— Aromatazé ir steroidogenezé in vitro

— Arilo angliavandenilio receptoriaus atpazinimas/risimasis

— Parengiamoiji didelio pralaidumo
atranka

— Skydliaukes funkcija

— Zuvy hepatocity VTG analizé

surinkt priejo — Kita (pagal poreikj)
— QSAR
31 — Poveikiu gimdai pagrista analizé (susijusi su
. | 2 'ygmuo . estrogenais) — ZuvyVTG (vitelogenino)
I'? vivo anahze.s fil{onl.enlms apie — Hershberger'io analizé (susijusi su androgenais) analizé (susijusi su
vieng endokrininés sistemos — Nereceptoriné hormony funkcija .
. S 1 . 1 estrogenais)

mechanizmg ir apie poveikj surinkti — Kita (pvz. skydliaukeé)

4 lvomuo — Patobulintos EBPO gairés Nr.407 . o

L] (vertinamosios baigtys, grindZiamos — Zuvy Iytiniy liauky

In vivo analizés duomenims apie
keletg endokrininés sistemos

endokrininés sistemos mechanizmais)
— Patinéliy ir pateliy lytinio subrendimo analizé

mechanizmy ir apie poveikj surinkti

— Suaugusiy nekastruoty patinéliy analizé

hiostopatologijos analizé
— Varliy metamorfozés analizé

5 lygmuo

— 1 kartos analizé (patobulintos TG 415)"
— 2 karty analizé (patobulintos TG 416)"
— Dauginimosi atrankos bandymas

Invivo analizés duomenims apie

keleto endokrininés sistemos ir kity
mechanizmy poveikj surinkti

(patobulintos TG 421)"
— Jungtinis 28 dieny/dauginimosi atrankos
bandymas (patobulintos TG 422)'

! Galimus patobulinimus svarstys VMG-mamm

— Zuvy, pauksciy, amfibijy ir
bestuburiy gyviiny analizé,
atlickama per dalj gyvenimo
ciklo arba visg ciklg (vystymosi
ir dauginimosi analizé )

VMG-mamm: Bandymy su Zinduoliais ir Zinduoliy vertinimo tinkamumo patvirtinimo valdymo grupé (angl. Validation Management Group on Mammalian Testing and Assessment)

0%/LvT T

[T ]
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PASTABOS DEL KONCEPTUALIOS SISTEMOS

1 pastaba. Prisijungti prie tyrimo ir pasitraukti i§ tyrimo galima visais lygmenimis; tai priklauso nuo esamy informacijos
poreikiy pavojingumo ir rizikos vertinimo tikslais.

2 pastaba. 5 lygmeniu ekotoksikologija turéty apimti vertinamasias baigtis, kuriomis Zymimi Zalingo poveikio mecha-
nizmai ir galima Zala populiacijai.

3 pastaba. Kai daugialypis modelis apima keleto atskiry vertinamyjy baigéiy tyrimg, tas modelis bty taikomas vietoj
pavieniy vertinamyjy baig¢iy analizés.

4 pastaba. Kiekviena cheminé medziaga turéty biti vertinama kiekvienu atveju atskirai, atsizvelgiant i visg turimg infor-
macija ir konceptualios sistemos lygmenis.

5 pastaba. Kol kas $is planas apima ne viskg. 3, 4 ir 5 lygmenyse jis apima analize, kuria vykdyti jau galima arba kurios
tinkamumas dar tvirtinamas. Antrosios grupés analizé jtraukta preliminariai. Kai ji bus iSplétota ir patvir-
tinta, ja planas bus oficialiai papildytas.

6 pastaba. Nereikéty suprasti, kad 5 lygmuo apima tik baigiamuosius bandymus. Siuo lygmeniu jtraukiami bandymai
laikomi padedanciais jvertinti bendrg pavojinguma ir rizika.
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B.55. ZIURKIY HERSHBERGER BIOANALIZE: TRUMPALAIKE (ANTI) ANDROGENINIU SAVYBIY ATRANKOS ANALIZE

[VADAS

1. Sis bandymy metodas atitinka EBPO Bandymy gaires (angl. OECD Test Guideline (TG)) Nr. 441 (2009). 1998 m.
EBPO iniciatyva pradétas didelés svarbos darbas — perZzitréti esamas gaires ir parengti naujas endokrining sistema
galimai ardanciy medziagy atrankos ir bandymy gaires. Viena i§ Sio darbo daliy — parengti Ziurkiy Hershberger
bioanalizés gaires. Si analizé farmacijos pramonéje taikoma jau keletg desimtmeciy, o oficialaus eksperty komiteto
pirma karta buvo standartizuota 1962 m. kaip androgeniniy cheminiy medZiagy atrankos priemoné (2).
2001-2007 m. jvykdyta plati zZiurkiy Hershberger bioanalizés tinkamumo patvirtinimo programa, per kuria
parengtas aiSkinamosios informacijos dokumentas (23), i§samios informacijos apie metodus rinkinys (3), skrodimo
vadovas (21), atlikti platdis tyrimai vienoje laboratorijoje ir skirtingose laboratorijose, kuriais siekta jrodyti bioana-
lizés patikimumg ir atkuriamuma. Sie tinkamumo patvirtinimo tyrimai buvo atlikti su stipriu etaloniniu andro-
genu (testestorono propionatu (TP)), dviem stipriais sintetiniais androgenais (trenbolono acetatu ir metiltestoste-
ronu), stipriu antiandrogeniniu vaistu (flutamidu), stipriu natiralaus androgeno (dihidrotestosterono — DHT)
sintezés inhibitoriumi (finasteridu), keliais silpnais antiandrogeniniais pesticidais (linuronu, vinklozolinu, procimi-
donu, p,p’ DDE), stipriu 5a reduktazés inhibitoriumi (finasteridu) ir dviem Zinomomis neigiamomis cheminémis
medZiagomis (dinitrofenoliu ir nonilfenoliu) (4) (5) (6) (7) (8). Sis bandymy metodas yra paremtas ilgamete anks-
tesnio bioanalizés taikymo patirtimi, patirtimi, jgyta jgyvendinant bandymo tinkamumo patvirtinimo programg,
taip pat ja ijgyvendinant gautais rezultatais.

2. Hershberger bioanalizé yra trumpalaikis in vivo atrankos bandymas, kuriame naudojami pagalbiniai patinéliy daugi-
nimosi sistemos audiniai. Analizé sukurta 4-ajame deSimtmetyje, 5-ajame de$imtmetyje ji buvo pakeista — § ja
jtraukti i androgenus reaguojantys patinéliy dauginimosi sistemos raumenys (2) (9-15). 7-ajame deSimtmetyje
remiantis standartizuota protokolo versija (2) (14) buvo jvertinta daugiau kaip 700 galimy androgeny; 7-ajame
desimtmetyje $i analizé buvo laikoma standartiniu ir androgeny, ir antiandrogeny tyrimo metodu (2) (15). Si bioa-
nalizé grindziama penkiy nuo androgeny priklausomy audiniy masés pokyciais tiriant lytinés brandos amziaus
kastruotus ziurkiy patinélius. Ja atlickant vertinamas cheminés medziagos gebéjimas paskatinti androgeny
agonisty, antagonisty arba 5a-reduktazés inhibitoriy veikimg atitinkantj biologinj aktyvuma. | §j bandymy metoda
jtraukti penki tiksliniai nuo androgeny priklausomi audiniai: ventraliné prostatos skiltis (angl. VP), séklinés
paslelés (angl. SV) (taip pat skysciai ir koaguliacijos liaukos), i$angés pakeliamasis ir stormeninis akytk@inio (angl.
LABC) raumuo, abi Kuperio liaukos (angl. COW) ir varpos galva (angl. GP). Tiriant lytinés brandos amzZiaus kast-
ruotus Ziurkiy patinélius, visi $ie penki audiniai reaguoja j androgenus — jy absoliuti masé¢ padidéja. Kai tie patys
audiniai stimuliuojami duodant stipraus etaloninio androgeno, kad jy masé padidéty, davus antiandrogeno visi Sie
penki audiniai sureaguoja ir jy absoliuti masé sumazéja. Pagal pradinj Hershberger bioanalizés modelj buvo numa-
tyta naudoti chirurgiskai kastruotus lytinés brandos amziaus patinélius, $is modelis patvirtintas Hershberger tinka-
mumo patvirtinimo programos 1, 2 ir 3 etapais.

3. Hershberger bioanalizé yra mechanistiné in vivo androgeny agonisty, androgeny antagonisty ir 5a-reduktazés inhibi-
toriy atrankos analizé; jos taikyma reikéty vertinti pagal EBPO konceptualia endokrining sistemg ardanciy
cheminiy medZziagy bandymo ir vertinimo sistemg (2 priedélis). Pagal $ig konceptualia sistema Hershberger bioana-
lizé yra 3 lygmens in vivo analizé, kurig atliekant gaunama duomeny apie vieng endokrininés sistemos mecha-
nizmg, t. y. (anti)androgeninj poveikj. Si bioanalizé sukurta kaip in vitro ir in vivo bandymy serijos dalis ir yra
skirta cheminéms medziagoms, kurios gali saveikauti su endokrinine sistema, nustatyti ir taip padéti atlikti pavo-
jingumo ir rizikos Zmogaus sveikatai ir aplinkai vertinima.
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Kadangi kastravimo procediira kelia su gyviiny gerove susijusiy abejoniy, kaip alternatyva Hershberger bioanalizei
bandyta naudoti stimuliuojamus neoperuotus (nekastruotus) nujunkytus patinélius ir taip i§vengti kastracijos
etapo. Bandymo su stimuliuojamais nujunkytais gyviinais metodo tinkamumas buvo patvirtintas (24); taciau atlie-
kant Hershberger bioanalizés modelio, pagal kurj naudojami nujunkyti gyviinai, tinkamumo patvirtinimo tyrimus,
bandomo dydzio silpny antiandrogeny doziy poveikj nuo androgeny priklausomy organy masei pavyko nustatyti
ne visais atvejais. Todél $is modelis j §j bandymy metoda nejtrauktas. Taciau pripazistant, kad $is modelis ne tik
gali baiti naudingas saugant gyviny gerove, bet ir suteikti informacijos apie kitus veikimo badus, jis yra aprasytas
EBPO Rekomendaciniame dokumente Nr. 115 (25).

PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

Androgeny agonistai ir antagonistai veikia kaip androgeny receptoriy ligandai ir gali atitinkamai aktyvinti arba
slopinti receptoriaus kontroliuojama geny transkripcija. Be to, kai kurios cheminés medziagos kai kuriuose andro-
geny veikiamuose audiniuose slopina testosterono virtimg stipresniu natfraliu androgenu dihidrotestosteronu
(5a-reduktazés inhibitoriai). Tokios cheminés medziagos gali kelti pavojy sveikatai, jskaitant poveikj reprodukcijai
ir vystymuisi. Dél to reguliavimo tikslais cheming medziagg reikia greitai jvertinti ir nustatyti, ar ji gali veikti kaip
androgeno agonistas, antagonistas arba 5a-reduktazés inhibitorius. Nors ligandy riSimosi prie androgeny recep-
toriy afiniskumas, matuojamas pagal ri§imasi prie receptoriy arba reporteriniy geny transkripcijos aktyvinima in
vitro, yra informatyvus veiksnys, jis yra tik vienas i§ keleto galimo pavojaus determinanty. Kiti galimi determi-
nantai — metabolinis aktyvavimas ir deaktyvavimas patekus | organizmg, pasiskirstymas veikiamuose audiniuose,
pasalinimas i§ organizmo. D¢l to reikia atlikti galimos cheminés medziagos veikimo in vivo esant tam tikroms saly-
goms ir tam tikram salyciui atrankos analize. In vivo {vertinimas ne toks svarbus, jeigu cheminés medziagos
savybés (absorbcija, pasiskirstymas, metabolizmas, $alinimas (angl. ADME)) yra Zinomos. Nuo androgeny priklau-
somi audiniai, ypa¢ lytinés brandos amziaus kastruoty Ziurkiy patinéliy, i stimuliavimg androgenais reaguoja spar-
dial ir energingai augdami. [vairiy rii$iy grauzikai, ypa¢ Ziurkés, taip pat placiai naudojami toksiskumo tyrimuose
pavojingumui apibtdinti. Todél analizés modelis, pagal kurj naudojamos lytinés brandos amziaus kastruotos
ziurkés ir tiriami penki veikiami audiniai, tinka androgeny agonisty ir antagonisty bei 5a-reduktazés inhibitoriy in
vivo atrankos analizei atlikti.

Sis bandymy metodas yra pagristas tais EBPO tinkamumo patvirtinimo tyrime naudotais protokolais, kurie pasit-
virtino kaip patikimi ir atkartojami ir vienos laboratorijos, ir skirtingy laboratorijy tyrimuose (4) (5) (6) (7) (8). ]
§j bandymy metoda yra jtrauktos ir androgeny, ir antiandrogeny bandymo procediros.

Nors TP dozé, skirtingy laboratorijy naudota pagal EBPO Hershberger bioanalizés tinkamumo patvirtinimo
programg antiandrogenams nustatyti, Siek tiek skyrési (0,2 arba 0,4 mg/kg/d, poodinés injekcijos), skirtumas tarp
Siy dviejy protokoly varianty, lyginant galimybes nustatyti silpng arba stipry antiandrogeny poveiki, nebuvo
didelis. Tadiau, aisku, TP dozé neturéty bati labai didelé, kad neblokuoty silpny androgeny receptoriy (AR) antago-
nisty poveikio, arba labai maza, kad androgeniniy audiniy augimo atsakas nebiity silpnas, nors antiandrogenai
kartu ir nebiity duodami.

Atskiry nuo androgeny priklausomy audiniy augimo atsakas biina ne vien androgeninés kilmeés, t. y. kitos
cheminés medziagos, ne vien androgeny agonistai, gali pakeisti tam tikry audiniy mase. Taciau keleto audiniy
lygiagretaus augimo atsakas patvirtina, kad labiau veikia androgenams biidingas mechanizmas. Pavyzdziui, dél
dideliy stipriy estrogeny doziy gali padidéti sékliniy pisleliy masé; tac¢iau panasus kity nuo androgeny priklau-
somy audiniy atsakas atliekant analiz¢ nepasireiskia. Antiandrogeninés cheminés medziagos gali veikti kaip andro-
geny receptoriy antagonistai arba kaip 5a-reduktazés inhibitoriai. 5a-reduktazés inhibitoriy poveikis biina jvairus,
nes virtimas stipresnio veikimo dihidrotestosteronu skirtinguose audiniuose biina skirtingas. Antiandrogenai, kurie
slopina 5a-reduktaze, pavyzdziui, finasteridas, palyginti su stipriais AR antagonistais, pavyzdziui, flutamidu,
ryskiau veikia ventraling prostatos skiltj negu kitus audinius. Siuo skirtingu audiniy atsaku galima remtis norint
atskirti, ar tam tikro pobudzio veikimas yra susijes su AR, ar 5a-reduktaze. Be to, androgeny receptoriai yra laips-
niskai susije su kity steroidiniy hormony veikla, ir kai kurie kiti hormonai, kai yra duodami didelémis virsfiziolo-
ginio dydzio dozémis, gali suristi TP ir slopinti jo augimg skatinantj poveikj (13). Dar nuo androgeny priklausomy
audiniy augimas gali sulététi dél aktyvesnio steroidy metabolizmo ir dél to rezultato — sumaZzéjusio testosterono
kiekio kraujo serume. Todél iprastu atveju visus teigiamus Hershberger bioanalizés rezultatus reikéty jvertinti jrodo-
mosios vertés metodais, tarp jy — in vitro analize, pavyzdziui, ri§imosi prie androgeny ir estrogeny receptoriy (ER)
analize, atitinkama transkripcijos aktyvinimo analize arba kitokia in vivo analize, kuria tiriami panasiis androgeny
veikiami audiniai, pavyzdziui, patinéliy lytinio brendimo analize, 15 dieny nekastruoty suaugusiy patinéliy
analize, arba 28 arba 90 dieny kartotinés dozés tyrimais.
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9.  Patirtis rodo, kad ksenobiotiniai androgenai yra retesni negu ksenobiotiniai antiandrogenai. Todél numatoma, kad
Hershberger bioanalizé bus dazniausiai taikoma antiandrogeny atrankai. Ta¢iau androgeny bandymo procediiras vis
délto galima rekomenduoti taikyti steroidinéms ar steroidams giminingoms cheminéms medZiagos arba chemi-
néms medziagoms, kuriy galimo androgeninio poveikio poZymiy pastebéta taikant konceptualios sistemos (2 prie-
delis) 1 arba 2 lygmens metodus. Atliekant 5 lygmens analize taip pat galima pastebéti su (anti)androgeninémis
savybémis siejamg neigiamg poveiki, todél reikia jvertinti, ar cheminés medZiagos poveikis yra endokrininio pobi-
dzio.

10.  Pripazistama, kad visos procediros, kuriose naudojami gyviinai, turéty atitikti vietinius gyviiny globos reikala-
vimus; toliau nurodyti globos ir elgesio su gyviinais reikalavimai yra batiniausi veiklos reikalavimai, vietinés taisyk-
lés, pavyzdziui, 2010 m. rugséjo 22 d. Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2010/63/ES dél mokslo tikslais
naudojamy gyviiny apsaugos (26), yra uZ juos virSesnés. I§samesnés humanisko elgesio su gyviinais gairés
pateiktos EBPO (17).

11.  Kaip ir kitais atvejais, kai bioanalizei yra naudojami bandomieji gyviinai, reikéty kruops¢iai jvertinti, ar $is tyrimas
tikrai biitinas. I§ esmés toks sprendimas gali bati grindZiamas dviem prieZastimis:

— yra didelé salycio tikimybé (konceptualios sistemos 1 lygmuo) arba atliekant in vitro analize pastebéti (anti)
androgeninio poveikio pozymiai (2 lygmuo), todél reikia nustatyti, ar toks poveikis gali pasireiksti in vivo;

— atliekant 4 arba 5 lygmens in vivo bandymus pasireiskia (anti)androgeninj poveikj atitinkantys poZymiai, todél
konkrety veikimo btidg reikia istirti, pvz., nustatyti, ar poveikis pasireiské dél (anti)androgeninio mechanizmo.

12.  Sgvokos, vartojamos Siame bandymy metodo aprasyme, pateiktos 1 priedélyje.

BANDYMUY METODO PRINCIPAS

13.  Hershberger bioanalizés jautrumas uZtikrinamas naudojant patinélius, kuriy organizme vyksta minimali endoge-
niniy androgeny gamyba. Tam naudojami kastruoti patinéliai, praéjus pakankamai laiko nuo kastravimo, kad
veikiami audiniai regresuoty iki minimalios, vienodos pradinés masés. Taigi atliekant stipriy androgeny atrankos
analiz¢ endogeninis cirkuliuojan¢iy androgeny lygis blina Zemas ir biina padaryta taip, kad pogumburio-hipo-
fizés-lytiniy liauky asis nebegaléty jo kompensuoti atsako mechanizmais, audiniy gebéjimas reaguoti baty kuo
didesnis, o pradinés audinio masés skirtumai — kuo mazesni. Atliekant galimo antiandrogeninio veikimo atrankos
analize, nuoseklesniy audiniy masés prieaugio rezultaty galima gauti, kai audiniai stimuliuojami etaloniniu andro-
genu. Todél Hershberger bioanalizei atlikti reikia imti tik po 6 kiekvieno dydzio dozés grupés gyviinus, o kitais
atvejais analizei, kuriai naudojami nekastruoti lytiskai subrende arba suauge patinéliai, rekomenduojama naudoti
po 15 kiekvieno dydzio dozés grupés patinéliy.

14.  Lytinés brandos amziaus Ziurkiy patinélius reikéty kastruoti reikiamu biidu, tam naudoti patvirtintus anestetikus
ir taikyti sterilius metodus. Pirmas kelias dienas po operacijos reikéty duoti analgetiky, kad gyviinai nepatirty
pooperacinio diskomforto. Kastracija padidina analizés, skirtos silpniems androgenams ir antiandrogenams nus-
tatyti, tiksluma, nes kastruojant paSalinami kompensaciniai endokrininiai atsakomieji mechanizmai, veikiantys
nekastruoty gyviny organizme ir galintys sumazinti duodamy androgeny ir antiandrogeny poveiki, ir eliminuo-
jami dideli testosterono kiekio skirtingy gyviiny kraujo serume skirtumai. Taigi, kai naudojami kastruoti gyviinai,
Sio endokrininio veikimo atrankos analizei jy reikia maziau.

15.  Kai atliekama galimo androgeninio veikimo atrankos analizé, bandomoji cheminé medziaga duodama per virski-
namajj traktg naudojant zondg arba poodinémis injekcijomis kasdien desimt dieny i$ eilés. Bandomosios cheminés
medziagos duodama ne maziau kaip dviem dozes gaunancioms bandomyjy gyviny grupéms, kiekvienai grupei
duodamos to paties dydzio dozés. Gyviiny nekroskopija atlickama praéjus mazdaug 24 valandoms po paskutinés
dozés davimo. Statistiskai reik§mingas dviejy arba daugiau veikiamy organy masés padidéjimas bandomosios
cheminés medziagos grupése, palyginti su nesiklio kontroline grupe, rodo, kad bandomoji cheminé medziaga gali
veikti kaip androgenas (7r. 60 punkta). Androgeny, pavyzdziui, trenbolono, kurio 5a — reduktazé negali veikti,
poveikis, palyginti su TP poveikiu, yra rySkesnis iSangés pakeliamajam raumeniui ir stormeniniam akytkiinio
raumeniui bei varpos galvai, taCiau turéty pasireiksti didesnis visy audiniy augimas.

16.  Kai atlickama galimo antiandrogeninio veikimo atrankos analiz¢, bandomoji cheminé medziaga duodama per virs-
kinamajj trakta naudojant zondg arba poodinémis injekcijomis kasdien desimt dieny i§ eilés, kartu kasdien
susvirk$ciant poodines TP injekcijas (0,2 arba 0,4 mg/kg/d). Per tinkamumo patvirtinimo programa nustatyta, kad
galima $virksti 0,2 arba 0,4 mg/kg/d TP injekcijas, nes abiejy dydziy dozés yra veiksmingos ir padeda aptikti



L 247/46 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2014 8 21

antiandrogenus, todél atliekant analize reikéty pasirinkti tik vieno dydzio doze, kuri bus naudojama. Skirtingos
bandomosios cheminés medziagos dozés duodamos ne maziau kaip trims dozes gaunan¢ioms bandomyjy gyviny
grupéms, kiekvienai grupei duodamos to paties dydzio dozés. Gyviny nekroskopija atliekama praéjus mazdaug
24 valandoms po paskutinés dozés davimo. Statistiskai reik§mingas dviejy arba daugiau veikiamy organy masés
sumazéjimas grupése, kuriy gyviinams duota bandomosios cheminés medziagos ir TP, palyginti su kontroline
grupe, kurios gyviinams duota tik TP, rodo, kad bandomoji cheminé medZiaga gali veikti kaip antiandrogenas (Zr.
61 punkta).

METODO APRASYMAS

Rii$iy ir veislés parinkimas

17.  Hershberger bioanalizei nuo 4-ojo desimtmecio yra naudojamos Ziurkés. Nors biologiniu pozitiriu gali bati, kad ir
ziurkéms, ir peléms pasireiksty panasus atsakas, bet remiantis 70 mety patirtimi taikant modelj, pagal kurj naudo-
jamos Ziurkés, Hershberger bioanalizei pasirinktos Ziurkés. Be to, kadangi Hershberger bioanalizé gali biiti prading,
atlickama pries ilgalaikj tyrima, abiem tyrimams galima naudoti tos pacios riiies, veislés ir to paties Saltinio
gyvanus.

18.  Pagal § protokolg laboratorijoms leidziama pasirinkti ta Ziurkiy, kurios bus naudojamos tyrime, veisle, kuria anks-
¢iau naudojo tyrime dalyvaujanti laboratorija. Galima naudoti daZniausiai naudojamy veisliy Ziurkes; taciau ty
veisliy Ziurkés, kurios subresta daug véliau negu per 42 dienas nuo atsivedimo, neturéty bati naudojamos, nes
kastravus 42 dieny amziaus patinélius gali bati nejmanoma iSmatuoti varpos galvos masés: jg iSmatuoti galima tik
tada, kai apyvarpé atsiskiria nuo varpos kino. Taigi veisliy, i$vesty i§ Fisher 344 Zziurkiy, nereikéty naudoti,
isskyrus retus atvejus. Fisher 344 ziurkiy lytinio vystymosi laikotarpis yra kitoks negu kity daznai naudojamy
veisliy, pavyzdziui, Sprague Dawley arba Wistar, Ziurkiy (16). Jeigu ketinama naudoti tokia veisle, laboratorija turéty
Sios veislés Ziurkes kastruoti kiek vyresnio amziaus ir gebéti jrodyti naudojamos veislés jautrumg. Laboratorija
turéty aiSkiai nurodyti pagrindines prieZastis, nulémusias tos veislés Ziurkiy pasirinkima. Jeigu atrankos analizé
yra prading, atlickama prie§ kartotiniy doziy bandymg per virskinamajj traktg, dauginimosi ir vystymosi tyrima
arba ilgalaikj tyrima, geriausia, jei visuose tyrimuose biity naudojami tos pacios veislés ir to paties Saltinio
gyvinai.

Laikymo ir $érimo salygos

19.  Visos procediiros turéty atitikti laboratoriniy gyviiny prieziiiros vietinius reikalavimus. Siose nuostatose pateikti
tik batiniausi gyviiny priezidros ir elgesio su gyviinais reikalavimai, ir grieZtesnés vietinés taisyklés, pavyzdziui,
2010 m. rugséjo 22 d. Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2010/63/ES dél mokslo tikslais naudojamy
gyviiny apsaugos, yra uZ juos virSesnés (26). Bandomyjy gyviny patalpos temperatara turéty bati 22 °C (gali
svyruoti apie *+ 3 °C). Santykiné oro drégmeé turéty buti maziausiai 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %,
isskyrus patalpos plovimo laika. Reikéty siekti, kad santykiné drégmé biity 50-60 %. Ap$vietimas turéty bati dirb-
tinis. Per parg ap§vietimo seka turéty biiti 12 h $viesos ir 12 h tamsos.

20.  Gyvanus geriau laikyti grupémis, o ne izoliuotus, dél to, kad gyviinai yra jauni, ir dél to, kad Ziurkés yra socialas
gyviinai. Kai viename narvelyje gyvinai laikomi po du arba tris, i$vengiama susigriidimo ir su tuo susijusio streso,
kuris gali paveikti hormonine pagalbiniy lyties audiniy vystymosi kontrole. Narvelius reikéty kruopsciai iSvalyti,
kad baty pasalinti galimi terSalai, ir i§déstyti taip, kad bity kiek jmanoma sumazintas bet koks galimas poveikis
dél narvelio vietos. Gyviny susigridimo bus iSvengta, jei bus naudojami tinkamo dydZzio (~ 2 000 kvadratiniy
centimetry ploto) narveliai.

21.  Kiekvieng gyviing reikéty humanisku badu atskirai paZenklinti (pvz., ausies Zyma arba jsagu). Tai, koks Zenklinimo
metodas taikomas, reikéty uZrasyti.

22.  Laboratorinis pasaras ir vanduo turéty bati duodami ad libitum. Hershberger bioanalize atliekancios laboratorijos
turéty naudoti daZniausiai per bandymus su cheminémis medziagomis naudojamus pasarus. Bioanalizés tinka-
mumo patvirtinimo tyrimuose nepastebéta jokio su pasarais susijusio poveikio arba pokyc¢iy. Tai, kokie pasarai
naudojami, uzraSoma; vieng laboratoriniy pasary meéginj reikéty pasilikti, jei ateityje prireikty jj iSanalizuoti.

Nuo androgeny priklausomy organy masés poky<iy rezultaty kriterijai

23.  Per tinkamumo patvirtinimo tyrimg negauta duomeny, kad kiino masés maZzéjimas turéty poveikio tiriamy
audiniy (t. y. audiniy, kuriuos per §j tyrimg reikéty sverti) masés didéjimui arba mazéjimui.
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24. 1§ jvairiy tinkamumo patvirtinimo programoje sékmingai naudoty veisliy Ziurkiy nuo androgeny priklausomy
organy masé yra didesné sunkesniy veisliy ziurkiy, palyginti su lengvesnémis veislémis. Todél absoliuti organy
maseé, kurios reikéty tikétis teigiamy ir neigiamy kontroliniy rezultaty atvejais, néra jtraukta i Hershberger bioana-
liz¢ kaip rezultaty kriterijus.

25.  Kadangi audiniui nustatytas variacijos koeficientas (angl. CV) yra atvirks¢iai proporcingas statistinei galiai, Hersh-
berger bioanalizés rezultaty kriterijai yra grindZiami didZiausia kiekvienam tiriamam audiniui nustatyta variacijos
koeficiento verte (1 lentel¢). Variacijos koeficientai nustatyti per EBPO tinkamumo patvirtinimo tyrimus. Jeigu
gaunami neigiami rezultatai, laboratorijos turéty i$nagrinéti kontrolinés grupés ir didele doze gaunancios grupés
variacijos koeficienty vertes ir nustatyti, ar nebuvo virSytos didziausios $iy rezultaty kriterijy — variacijos koefi-
cienty — verteés.

26.  Tyrima reikéty pakartoti, jeigu: 1) trys arba daugiau i§ dedimties galimy atskiry variacijos koeficienty kontrolinéje
grupéje ir dideles dozes gaunancioje grupéje virSija maksimalias vertes, nustatytas agonisty ir antagonisty tyri-
mams, kaip nurodyta 1 lenteléje, ir 2) bent dviejy tiriamy audiniy pokytis buvo nereik$mingas, t. y. r vertés
buvo 0,05-0,10.

1 lentelé

DidZiausios leidZiamos variacijos koeficienty vertés, pagal EBPO tinkamumo patvirtinimo tyrimus nusta-
tytos veikiamiems pagalbiniams lyties audiniams, kai taikomas kastruoty gyviiny modelis (')

Audinys Antiandrogeninis poveikis Androgeninis poveikis
Séklinés paslelés 40 % 40 %
Ventraliné prostatos skiltis 40 % 45 %
[Sangés pakeliamasis raumuo ir 20 % 30 %

stormeninis akytkiinio raumuo

Kuperio liaukos 35 % 55 %

Varpos galva 17 % 22%

BANDYMO PROCEDURA

Atitiktis taisykléms ir laboratorijos patikrinimas

27.  Kitaip negu poveikiu gimdai pagristoje analizéje (Sio priedo B.54 skyrius), prie§ pradedant Hershberger analize labo-
ratorijos kompetencijos tikrinti nereikia, nes per tyrima kartu atlickama ir teigiama (testosterono propionatas ir
flutamidas), ir neigiama kontrolé.

Gyviiny skaicius ir biklé

28.  Kiekvienoje dozes gaunancioje ir kontrolinéje grupéje turi biiti maZziausiai 6 gyviinai. Tai galioja ir androgeny, ir
antiandrogeny protokolams.

Kastracija

29. Gyvunus priémus reikéty leisti jiems keletg dieny aklimatizuotis, siekiant jsitikinti, ar jie yra sveiki ir gyvybingi.
Kadangi iki 42 dieny amziaus arba iki 42-os postnatalinés dienos gyviiny, kuriuos ketinama kastruoti, apyvarpé
dar gali bati neatsiskyrusi, gyviinus reikéty kastruoti 42-3 arba vélesng PND, ne anksciau. Gyviinai kastruojami
taikant anestezijg — kap3elis jpjaunamas, abi séklidés ir antséklidZiai i§imami, kraujagyslés ir sékliniai latakai perri-
Sami. [sitikinus, kad kraujavimo néra, kapselis uzsiuvamas arba sukabinamas chirurginémis kabémis. Pirmas kelias
dienas po operacijos gyvinams reikéty duoti analgetiky pooperaciniam diskomfortui sumazinti. Jeigu i§ gyviiny
tiekéjo isigyjami jau kastruoti gyviinai, tiekéjas turéty uztikrinti, kad gyviiny amzZiaus ir lytinio subrendimo etapo
duomenys yra teisingi.

(") Atitinkamo audinio variacijos koeficiento apatiné riba buvo nustatyta pagal eilés tvarka nuo maziausios iki didZiausios iSdéstytas
variacijos koeficiento vertes — visus per visus tinkamumo patvirtinimo bandymus taikant konkrety modelj (agonisty arba antago-
nisty) apskaiciuotus vidurkius. Variacijos koeficiento riba brézta tame taske, kuriame padidéjimo intervalas iki artimiausios didziau-
sios variacijos koeficiento vertés Sioje sekoje yra daug didesnis negu tarp keleto pries tai iddéstyty variacijos koeficienty verciy —
Jtrikio taske“. Reikéty pazymeéti, kad nors pagal Sig analiz¢ antagonisty modeliui nustatyti santykinai patikimi ,trikio taskai®,
agonisty analizés variacijos koeficienty kreivés atspindéjo vienodg didéjima, todél apatinés variacijos koeficienty ribos $iuo metodu
nustatytos kiek dirbtinai.
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Aklimatizavimasis po kastracijos

30. Gyviinams po kastracijos reikéty leisti dar bent 7 dienas aklimatizuotis laboratorijos saglygomis ir tiriamy audiniy
masei regresuoti. Gyvinus reikéty kasdien stebéti ir pasalinti visus gyviinus, kuriems pasireiskia ligos arba fizinés
anomalijos poZymiy. Taigi dozes galima pradéti duoti (tyrimo metu) jau 49-3 PND, bet ne véliau kaip 60-3 PND.
Gyviiny amZius nekroskopijos metu turéty biiti ne didesnis kaip 70 PND. Sis lankstumas suteikia galimybg labora-
torijai veiksmingai suplanuoti bandymo eiga.

Kiino masé ir grupés sudarymas atsitiktine tvarka

31.  Atskiry gyviiny kino masés skirtumai nulemia audiniy masés skirtumus ir vienoje grupéje, ir tarp skirtingy
grupiy. Padidéjus audinio masés skirtumams, padidéja variacijos koeficientas (angl. CV) ir sumazéja tyrimo statis-
tiné galia (kartais dar vadinama tyrimo jautrumu). Todél kiino masés variacijas reikéty kontroliuoti ir bandymo, ir
statistinémis priemonémis.

32.  Kontrolé bandymo priemonémis — tai uZtikrinimas, kad kiino masés reik§més ir tarp vienos bandymo grupés, ir
tarp skirtingy bandymo grupiy gyviiny skirtysi nedaug. Pirma, reikéty vengti naudoti nejprastai mazus arba dide-
lius gyviinus ir jy nejtraukti | bandymo kohortg. Naudojamy gyviiny masé bandymo pradzioje neturi skirtis
daugiau kaip + 20 %, palyginti su vidutine mase (pvz., lytinés brandos amzZiaus kastruoty Ziurkiy: 175g + 35g).
Antra, gyviinus reikéty suskirstyti j grupes (kontroling ir gaunancia dozes) atsitiktine tvarka pagal masg, kad kiek-
vienos grupés kiino masés vidurkis statistiskai nesiskirty nuo kity grupiy. Bloko atsitiktinés atrankos procediirg
reikéty aprasyti.

33.  Kadangi dél toksiskumo dozes gaunancios grupés gyviny kiino masé, palyginti su kontrolinés grupés, gali suma-
zéti, kaip statistinj lydintj kintamajj galima naudoti kiino mas¢ pirmosiomis bandomosios cheminés medziagos
davimo dienomis, o ne nekroskopijos metu.

Dozavimas

34.  Norint nustatyti, ar bandomoji cheminé medziaga gali daryti androgeninj poveikj in vivo, paprastai pakanka dviejy
dydziy bandomosios cheminés medZiagos doziy grupiy, teigiamos kontrolés ir nesiklio (neigiamos) kontrolés
grupés (Zr. 43 punkty), todél ripinantis gyviiny gerove tokiai struktiirai yra teikiama pirmenybé. Jeigu siekiama
nubrézti dozés ir atsako tarpusavio rySio kreive arba duomenis ekstrapoliuoti mazZesnéms dozéms, reikalingos
bent trijy dydziy dozés grupés. Jeigu reikalinga informacija ne tik apie androgeninj veikimg (pavyzdziui, reikia
jvertinti stiprumg), reikéty pasirinkti kitokj dozavimo reZimg. Atliekant bandymus su antiandrogenais bandomoji
cheminé medziaga duodama kartu su etaloniniu androgeny agonistu. Reikéty naudoti ne maziau kaip 3 bandomg-
sias grupes, kurioms duodamos skirtingos bandomosios cheminés medziagos dozés, teigiamos ir neigiamos kont-
rolés grupés (zr. 44 punktg). Kontrolinés grupés gyviinai turéty biti laikomi tomis paciomis sglygomis kaip ir
bandomieji gyvinai, i§skyrus tai, kad jie neveikiami bandomgja chemine medZiaga. Jei bandomoji cheminé
medziaga duodama naudojant nesiklj, kontrolinei grupei turéty bati duodamas didZiausias nesiklio kiekis is
duodamo bandymo grupéms.

35.  Visus dozés dydzius reikéty sitilyti ir pasirinkti atsizvelgiant j jau turimus bandomosios cheminés medziagos ar jai
giminingos medziagos toksiskumo ir (toksiko)kinetinius duomenis. Pasirenkant didziausig dozg reikéty atsizvelgti,
pirma, j LD50 ir (arba) Gmaus toksiskumo informacija, kad bty i§vengta gyviiny nugaisimo, didelio skausmo
arba kanciy (17) (18) (19) (20), ir, antra, i turimg informacija apie poimio ir iimaus toksiskumo bandymuose
naudojamas dozes. Apskritai didZiausia dozé neturéty sukelti galutinés gyviny kiino masés sumazéjimo daugiau
kaip 10 %, palyginti su kontroline mase. Didziausia dozé turéty biiti maZesnioji i§ $iy doziy: 1) didziausia dozé,
kurig duodant 10 dieny i3 eilés ir didinant iki maksimalaus 1 000 mg/kg/d dydzio, uZtikrinama, kad gyviinai
nenugais, jiems nepasireiks reik§mingas toksinis poveikis ir jie nepatirs dideliy kanc¢iy (Zr. 36 punktg), arba 2)
dozé, daranti (anti)androgeninj poveikj. Atrankos tikslais dideli intervalai, pvz., po pus¢ log vieneto (tai atitinka
dozés progresija 3,2) arba net po vieng log vienetg tarp doziy yra priimtini. Jeigu néra tinkamy duomeny, pade-
danciy nustatyti dozes, galima atlikti dozés dydzio intervalo nustatymo bandyma (Zr. 37 punktg).

Ribinis dozés dydis

36. Jeigu atliekant bandyma ir duodant ribing 1 000 mg/kg kiino masés per dieng doze ir mazesng¢ doze $iame tyrime
aptarta tvarka statistiSkai reik§mingas dauginimosi organo masés pokytis nesukeliamas, tada galima daryti iSvada,
kad papildomy dydziy dozés nereikalingos. Nuostatos dél ribinés dozés netaikomos tais atvejais, kai, atsizvelgiant
i Zmoniy salytj su medziaga, reikia naudoti didesnio dydzio dozes.
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Dozés dydzio intervalo nustatymas

37.  Jeigu reikia, i§ pradziy galima atlikti dozés dydzio intervalo nustatymo tyrimg su keliais gyvinais ir pasirinkti
reikiamas dozés grupes [taikant dmaus toksiskumo bandymy metodus (Sio priedo B.1 bis, B.1 tris skyriai (27),
EBPO Bandymy gairés Nr. 425 (19))]. Hershberger biologiniam tyrimui reikia parinkti tokias dozes, kad biity uztik-
rinta, jog cheming medziaga duodant desimt dieny i§ eilés ir doze¢ didinant iki maksimalaus 1 000 mg/kg/d kiekio
gyviinas nenugais, jam nepasireiks reik§mingas toksinis poveikis ir jis nepatirs dideliy kanciy, kaip pazyméta 35
ir 36 punktuose. Siuo tikslu toksiskumo gyviinams arba kanciy klinikiniams pozymiams apibiidinti galima remtis
EBPO Rekomendaciniu dokumentu (17). Jeigu pagal §j dozés dydzio intervalo nustatymo tyrimg tai yra imanoma,
po desimties dozés davimo dieny, pra¢jus 24 valandoms po paskutinés dozés davimo, tiriamus audinius galima
iSpjauti ir pasverti. Tuomet tais duomenimis galima pasinaudoti pasirenkant dozes pagrindiniam tyrimui.

Etaloninés cheminés medZiagos ir nesiklis

38.  Etaloninis androgeny agonistas turéty bati testosterono propionatas (TP), CAS Nr. 57-82-5. Etaloniné TP dozé
gali bati 0,2 mg/kg KM/d arba 0,4 mg/kg KM/d. Etaloninis androgeny antagonistas turéty bati flutamidas (FT),
CAS Nr. 1311-84-7. Etaloniné FT dozé turéty biiti 3 mg/kg kino masés|d, FT reikéty duoti kartu su etaloninio
TP doze.

39. Jeigu yra jmanoma, pirmiausia rekomenduojama naudoti vandeninj tirpalg arba suspensijg. Taciau, kadangi
dauguma androgeny ligandy arba jy metaboliniy prekursoriy daznai biina hidrofobiniai, daZniausiai naudojamas
tirpalas arba aliejiné suspensija (pvz., su kukurfizy, Zemés rie$uty, sezamo arba alyvuogiy aliejumi). Bandomasias
chemines medziagas galima iStirpinti minimaliame 95 % etanolio arba kito atitinkamo tirpiklio kiekyje ir atskiesti
iki darbinés koncentracijos, esan¢ios bandomajame nesiklyje. Toksinés tirpiklio savybés turéty biti Zinomos, jas
reikéty iSbandyti atskiroje kontrolinéje grupéje, kurioje naudojamas tik tirpiklis. Jeigu bandomoji cheminé
medziaga yra laikoma stabilia, tam, kad lengviau tirpty, galima ja lengvai pakaitinti, greitai mechanigkai pamaisyti.
Reikéty nustatyti bandomosios cheminés medziagos stabiluma nesiklyje. Jeigu bandomoji cheminé medziaga per
visg tyrimg iSlieka stabili, galima parengti vieng prading alikvoting bandomosios cheminés medziagos dalj ir
kasdien ja skiesti nustatytomis dozémis, émusis atsargumo priemoniy, kad méginiai nebaty uZtersti ir sugadinti.

Doziy davimas

40. TP reikéty duoti poodinémis injekcijomis, FT — per virSkinamajj traktg naudojant zonda.

41. Bandomoji cheminé medziaga duodama per virSkinamagjj trakta naudojant zondg arba poodinémis injekcijomis.
Pasirenkant davimo biida reikia atsizvelgti | gyviiny gerove, taip pat i fizikines ir chemines bandomosios cheminés
medziagos savybes. Be to, prie§ pradedant intensyvius ilgalaikius bandymus, jei injekcija gaunami teigiami rezul-
tatai, taip pat reikia atsizvelgti i toksikologinius aspektus, pavyzdziui, artimumg Zmoniy saly¢io su chemine
medziaga bidui (pvz., zondu atkartojamas salytis per virSkinamaji trakta, poodinémis injekcijomis — salytis per
kvépavimo takus arba sugertis per odg), i turimg toksikologine informacija ir duomenis apie metabolizmg ir kine-
tikg (t. y. tai, kad reikia vengti pirmojo pasaZo metabolizmo, arba tai, kad poveikis biina didesnis, jei duodama
tam tikru badu).

42.  Gyvinams dozes reikéty duoti tokiu paciu badu ir periodiskumu desimt dieny i§ eilés mazdaug kas 24 valandas.
Dozés dydj reikéty kasdien tikslinti remiantis lygiagreciai atliekamais kiino masés matavimais. Dozg¢ ir davimo
laikg reikéty kasdien, davus doze, uzrasyti. Kad gautus duomenis bty galima prasmingai aiskinti, reikéty stengtis
nevirSyti maksimalios 35 punkte aptartos dozés. Kino masés sumazéjima, klinikinius poZymius ir kitus gautus
duomenis tuo tikslu reikéty kruopsciai vertinti. Kaip virskinamojo trakto zondg reikéty naudoti skrandzio zonda
arba atitinkamg intubacijos vamzdelj. DidZiausias gyviinui duodamas vienkartinis skyscio taris priklauso nuo
bandomo gyviino dydzio. Reikéty laikytis vietos gyviny priezitros taisykliy, taciau $is kiekis neturéty bati
didesnis kaip 5 ml/kg kiino masés, i§skyrus vandeninius tirpalus, kuriy galima duoti po 10 ml/kg kiino masés. Kai
daromos poodinés injekcijos, dozés turéty biti leidZziamos mentikaulio arba strény srityje sterilia adata (pvz.,
23 arba 25 dydzio) ir tuberkulino $virkstu. Injekcijos vietos nuskusti nebitina. Jei dozé prarandama, injekcijos
vietoje prateka arba suduodama ne visa, tai reikéty uZrasyti. Bendras vienai Ziurkei per dieng susvirk$¢iamas injek-
cijos kiekis neturéty vir§yti 0,5 ml/kg kiino masés.
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Specialios androgeny agonistams skirtos procediiros

43.  Atliekant bandymus su androgeny agonistais, nesiklio grupé yra neigiamos kontrolés grupé, grupé, kuriai
duodama TP dozés, — teigiamos kontrolés grupé. Androgeny agonisty veikimg atitinkanti biologiné veikla yra
bandoma duodant bandomajg cheming medziagg pasirinktomis dozémis dozes gaunancioms grupéms 10 dieny i$
eilés. Bandomosios cheminés medziagos grupés gyviny penkiy pagalbiniy lyties audiniy masé yra lyginama su
nesiklio grupés mase ir tikrinama, ar esama statistiskai reik§mingo masés padidéjimo.

Specialios androgeny antagonistams ir 5a-reduktazés inhibitoriams skirtos procediiros

44, Atliekant bandymus su androgeny antagonistais ir 5a-reduktazés inhibitoriais, grupé, kuriai duodama TP, yra
neigiamos kontroles grupé, o grupé, kuriai tuo pat metu duodamos etaloninés TP ir FT dozés yra teigiamos kont-
rolés grupé. Androgeny antagonisty ir Sa-reduktazés inhibitoriy veikimg atitinkancios biologinés veiklos
bandymai atlickami duodant etaloning TP doz¢ ir bandomosios cheminés medziagos doz¢ 10 dieny eilés. Grupés,
kuriai duodama ir TP, ir bandomosios cheminés medzZiagos, gyviiny penkiy pagalbiniy lyties audiniy masé yra
lyginama su grupés, kuriai duodama tik etaloniné TP dozé, mase ir tikrinama, ar esama statistiskai reik§mingo
masés padidéjimo.

STEBEJIMAI

Klinikiniai stebéjimai

45.  Bendrus klinikinius stebéjimus reikéty atlikti bent karta per diena ir dazniau, jei pastebima toksiskumo poZymiy.
Stebéjimus geriausia atlikti tuo paciu metu, kiekviena dieng, atsizvelgiant i didziausio laukiamo poveikio po dozés
davimo laikg. Reikéty tikrinti visus gyviinus, ar jie nenugaiso, ar negaista, vertinti bendrus klinikinius poZymius,
pavyzdziui, elgsenos, odos, kailio, akiy, gleivinés pakitimus, sekreto ir ekskrecijy daznj, autonominj aktyvuma
(pvz., asarojima, plauky pasiausima, vyzdzio dydi, neiprasta kvépavima).

46. Jeigu gyvinas randamas nugaiSes, jis iS$imamas ir sutvarkomas, o jo duomenys toliau neanalizuojami. Duomenis
apie gyvanus, nugaiSusius iki nekroskopijos, reikéty itraukti i tyrimo duomenis, kartu nurodyti akivaizdzias nugai-
§imo priezastis. Visus gaistan¢ius gyvinus reikéty humaniskai numarinti. Duomenis apie gaiSusius ir véliau numa-
rintus gyvinus reikéty jtraukti i tyrimo duomenis, kartu nurodyti akivaizdzias prieZastis, dél kuriy gyviinai émeé
gaisti.

Kiino masé ir pasaro suvartojimas

47.  Visus gyviinus reikéty kasdien pasverti 0,1 g tikslumu, pradedant sverti prie§ pat tyrimo pradzi, t. y. kai gyvinai
suskirstomi j grupes. Kitas biidas — galima matuoti per tyrima kiekvieno narvelio gyviiny suvartojamo pasaro
kiekj sveriant $érimo jrenginj. Pasaro suvartojimo rezultatus reikéty iSreik$ti gramais vienai Ziurkei per dieng.

Skrodimas ir audiniy bei organy masés matavimas

48.  Praéjus mazdaug 24 valandoms po paskutinés bandomosios cheminés medziagos dozés davimo Ziurkes reikéty
numarinti, nukraujinti jprasta tyrimg vykdancios laboratorijos taikoma tvarka ir atlikti nekroskopija. Duomenis
apie humanisko numarinimo metoda reikéty jtraukti j laboratorijos ataskaita.

49.  Idealiu atveju nekroskopijai gyviinus reikéty imti atsitiktine tvarka i§ jvairiy grupiy, siekiant i§vengti tiesioginés
didéjancios ar mazéjancios progresijos kurioje nors dozés grupéje, nes tai galéty paveikti duomenis. Visus per
nekroskopija gautus duomenis, t. y. apie patologinius poky¢ius ir (arba) matomus pazeidimus, reikéty pazyméti ir
nurodyti ataskaitoje.

50. Penkis nuo androgeny priklausomus audinius (ventraling prostatos skiltj, séklines pasleles, iSangés pakeliamajj
raumenj ir stormeninj akytkiinio raumenij, Kuperio liaukas, varpos galva) reikéty pasverti. Siuos audinius reikéty
iSpjauti, atsargiai pasalinti nereikalingus suaugusius audinius ir riebalinj sluoksnj bei sverti $viezius (nefiksuotus).
Kiekvieng audinj reikéty tvarkyti itin atsargiai, kad jie neprarasty skysciy ir neidziaty, nes dél to gali rastis reiks-
mingy klaidy ir padidéti duomeny variacija, kadangi bus uZregistruota mazesné masé. Kai kurie audiniai gali bati
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labai mazi arba juos gali bati sunku i§skrosti, jau dél to atsiras duomeny variacija. Todél svarbu, kad lyties pagal-
biniy audiniy skrodimg atliekantys asmenys i$manyty standartines iy audiniy skrodimo procediiras. EBPO yra
parengusi standartinés operavimo tvarkos (angl. SOP) vadovg skrodimams (21). Kruop$¢iai pasirengus pagal stan-
dartinés operavimo tvarkos vadovg galima uzZtikrinti, kad galimy variacijos $altiniy tyrime biity kuo maziau.
Idealiu atveju uz konkretaus audinio skrodima turéty bati atsakingas tas pats prozektorius, siekiant pasalinti skir-
tumus, galin¢ius atsirasti dél to, kad skirtingi prozektoriai audinius tvarko skirtingai. Jeigu to padaryti nejmanoma,
nekroskopija reikéty suplanuoti taip, kad vienas prozektorius skrosty tam tikrus visy dozes gavusiy grupiy gyviiny
audinius ir nebaty taip, kad vienas asmuo skrosty visus kontrolinés grupés gyviiny audinius, o kitas bity atsa-
kingas uz dozes gavusias grupes. Kiekvieno gyviino kiekvieng lyties pagalbinj audinj reikéty pasverti nenusausintg
0,1 mg tikslumu ir mases uzrasyti.

51.  Kai kurie audiniai gali bati labai mazi arba juos gali bati sunku iSskrosti, jau dél to atsiras duomeny variacija.
Atliekant ankstesnius darbus nustatyta jvairiy variacijos koeficienty, kurie biina skirtingi ir priklauso nuo laborato-
rijos kompetencijos. Keletu atvejy vienoje konkrecioje laboratorijoje buvo pastebéta dideliy tokiy audiniy kaip
ventraliné prostatos skiltis arba Kuperio liaukos absoliu¢ios masés skirtumy.

52.  Kepeny, abiejy inksty ir antinks¢iy masés matai néra privalomi. Vélgi nuo audiniy reikéty pasalinti visa nereika-
lingg fascijg ir riebalus. Kepenis reikéty pasverti ir duomenis uzradyti 0,1 g tikslumu, abu inkstus ir antinkscius
reikéty pasverti ir duomenis uZzraSyti 0,1 mg tikslumu. Kepenys, inkstai ir antinks¢iai yra ne tik androgeny
veikiami organai; pagal juos taip pat galima istirti naudingus sisteminio toksiskumo rodiklius.

53.  Liuteinizuojan¢io hormono (LH), folikulus stimuliuojan¢io hormono (FSH) ir testosterono (T) kiekio serume mata-
vimai néra privalomi. Testosterono lygis serume yra naudingas rodiklis, kai norima nustatyti, ar bandomoji
cheminé medziaga skatina testosterono metabolizma kepenyse, mazindama jo lygj serume. Neturint testosterono
duomeny toks poveikis gali biiti priskirtas antiandrogeniniam mechanizmui. Liuteinizuojan¢io hormono lygiai
suteikia informacijos apie antiandrogeno gebéjima ne tik maZinti organo mase, bet ir paveikti pogumburio-hipo-
fizés funkcija, o tai atliekant ilgalaikius tyrimus gali paskatinti atsirasti séklidziy auglius. Folikulus stimuliuojantis
hormonas yra svarbus spermatogenezés hormonas. T4 ir T3 kiekio serume rodikliai taip pat néra privalomi, bet
suteikia naudingos papildomos informacijos apie gebéjima ardyti skydliaukés hormony homeostaze. Jeigu reikia
atlikti hormony matavimus, Ziurkéms prie§ nekroskopija reikéty duoti anestetiko ir atliekant kardialing punktacija
paimti jy kraujo, anestezijos metodg reikéty pasirinkti atidZiai — tokj, kuris nedaryty poveikio hormony mata-
vimui. Serumo paruo$imo metoda, radioimunologing analiz¢ arba kitas matavimo priemones, analizés procediiras
ir rezultatus reikéty aprasyti. Liuteinizuojancio hormono lygius reikéty nurodyti ng viename serumo ml, testoste-
rono lygj taip pat reikéty nurodyti ng viename serumo ml.

54.  Audiniy skrodimas yra apraSytas i§samiame skrodimo vadove, kuriame kaip papildoma medZiaga pateikiamos
vykdant tinkamumo patvirtinimo programg padarytos nuotraukos (21). Skrodimo vaizdiné medZziaga yra
paskelbta Koréjos maisto ir vaisty administracijos tinklalapyje (22).

— Gyving paguldzius ventraline puse | vir§y patikrinti, ar apyvarpé yra atsiskyrusi nuo varpos galvos. Jei taip,
atitraukti apyvarpe ir atskirti varpos galva, ja pasverti (0,1 mg tikslumu) ir mase uzrasyti.

— Atverti pilvo odg ir sienele, atidengiant vidaus organus. Jeigu norima pasverti neprivalomus sverti organus,
i$imti ir 0,1 g tikslumu pasverti kepenis, i$imti skrandj ir Zarnas, i§imti ir 0,1 mg tikslumu pasverti abu
inkstus ir antinks¢ius. Siuos organus i$pjovus atidengiama §lapimo piislé ir pradedamas tiriamy vyriskyjy
pagalbiniy audiniy skrodimas.

— Norint i$pjauti ventraling prostatos skilti, $lapimo pusle reikia atskirti nuo ventralinio raumeny sluoksnio
Silgai, per vidurj perpjaunant jungiamajj audinj. Slapimo piisle pastumti i priekj sékliniy piisleliy link, atiden-
giant kairigjg ir desiniajg ventralinés prostatos skiltis (dengiamas riebalinio sluoksnio). Atsargiai nupjauti rieba-
linj sluoksnj nuo desiniosios ir kairiosios ventralinés prostatos skilCiy. Svelniai iSstumti ventralinés prostatos
desinigja skiltj i§ $laplés ir nupjauti. Laikant deSinigja ventralinés prostatos skiltj, Svelniai i$stumti ventralinés
prostatos kairiaja skiltj i§ $laplés ir nupjauti; 0,1 mg tikslumu pasverti ir mas¢ uZrayti.

— Norint i$pjauti séklines pisleles ir koaguliacijos liaukas, reikia pastumti $lapimo pisle uodegos link, atiden-
giant séklinj latakg ir desinigja bei kairiaja séklines pasleles ir koaguliacijos liaukas. Kad neistekéty skystis,
hemostatu uZspausti sékliniy pusleliy ir koaguliacijos liauky pagrindg séklinio latako ir $laplés susijungimo
vietoje. Atsargiai i§pjauti séklines pasleles ir koaguliacijos liaukas, nenuémus hemostato nupjauti riebalus ir
jungiamuosius audinius, jdéti i prie§ tai pasverta svérimo vonele, nuimti hemostatg, 0,1 mg tikslumu pasverti
ir mase uZraSyti.



L 24752 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2014 8 21

— Norint i$pjauti iSangés pakeliamgjj raumenj ir stormeninj akytkiinio raumenj atidengiami raumenys ir varpos
pagrindas. ISangés pakeliamieji raumenys yra i$sidéste aplink gaubting Zarng, priesakiné iSangés pakeliamojo
raumens ir stormeninio akytkainio raumens dalis yra prisitvirtinusi prie varpos stormens. Oda ir jungiamieji
audiniai atskiriami nuo tarpvietés, einanc¢ios nuo varpos pagrindo iki priekinés iSangés dalies. Stormeniniai
akytkiinio raumenys laipsniskai nupjaunami nuo stormens ir audiniy. Gaubtiné zarna perpjaunama i dvi dalis,
tada galima i$pjauti ir i§imti visg iSangés pakeliamojo raumens ir stormeninio akytkinio raumens bloka. Nuo
iSangés pakeliamojo raumens ir stormeninio akytkiinio raumens reikéty nupjauti riebalinj sluoksnj ir jungia-
muosius audinius, iSangés pakeliamajj raumenj ir stormeninj akytkiinio raumenj 0,1 g tikslumu pasverti ir
mas¢ uzrasyti.

— I8émus iSangés pakeliamajj raumenj ir stormeninj akytkiinio raumenj, abipus ir giliau i dorsaling pus¢ nuo
varpos stormens yra po Kuperio arba stormenine $laplés liaukg. Jas reikia iSpjauti labai atsargiai, stengiantis
nepradurti plonos kapsulés, kad neistekéty skystis. Abi Kurperio liaukas 0,1 mg tikslumu pasverti, mas¢ uZra-

Syti.
— Jeigu i8 kurios nors liaukos per nekroskopija arba skrodimg iSteka skystis, tai taip pat reikéty uzrasyti.

55.  Jeigu kiekvienai cheminei medZiagai jvertinti reikia atlikti didesnio kiekio gyviiny nekroskopija negu deréty per
vieng dieng, tyrimo pradzig galima i§déstyti dviem i3 eilés dienoms, tada nekroskopija ir su ja susije darbai paskirs-
tomi dviem dienoms. Jeigu darbas taip paskirstomas, per vieng dieng reikéty panaudoti pus¢ dozes gaunancios
grupés gyviny.

56. Po skrodimo gyviiny kianus reikéty tinkamai sutvarkyti.

ATASKAITA

Duomenys

57.  Duomenys (t. y. kiino masé, pagalbiniy lyties audiniy mas¢, neprivalomi matavimai ir kitos reakcijos bei pastabos)
nurodomi apie kiekvieng gyviing ir apie kiekvieng gyviiny grupe (visy atlikty matavimy vidurkiai ir standartiniai
nuokrypiai). Duomenys apibendrinami lentelése. Reikéty nurodyti gyviny skaiciy bandymo pradzioje, gyviiny,
kurie vykstant bandymui rasti nugai§¢ arba kuriems pasireiské toksiskas poveikis, pastebéto toksisko poveikio
poZymiai, jskaitant jy pasireiskimo pradzig, trukme ir stiprumg.

58.  Galutinéje ataskaitoje turéty bati pateikiama $i informacija:

Bandymyg atliekanti jstaiga:

— istaigos pavadinimas, adresas;
— tyrimo vadovas, kitas personalas ir jy pareigos tyrime;

— tyrimo pradzios ir pabaigos datos, t. y. atitinkamai pirma bandomosios cheminés medziagos davimo diena ir
paskutiné nekroskopijos diena.

Bandomoji cheminé medZiaga:

— bandomosios (-yjy) cheminés (-iy) medZziagos (-y) altinis, partijos/siuntos numeris, tapatumas, grynumas, visas
tiekéjo adresas ir bandomosios (-yjy) cheminés (-iy) medziagos (-y) apibadinimas;

— fizikiné biisena ir, jei svarbu, fizikinés ir cheminés savybés;

— laikymo salygos, skiedimo metodas ir periodiskumas;

— visi surinkti duomenys apie stabiluma;

— visy doziy tirpaly arba suspensijy analizé.

Negsiklis:

— nesiklio apibtidinimas (pobudis, tiekéjas ir partijos numeris);
— nesiklio pasirinkimo pagrindimas (jei nesiklis ne vanduo).
Bandomieji gyviinai ir gyviiny prieZiiira:

— rasis/veislé ir jy pasirinkimo pagrindimas;

— gyviiny Saltinis arba tiekéjas, jskaitant visa adresg;

— pristatyty gyviiny skaicius ir amzius;
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— laikymo sglygos (temperatiira, apvietimas ir t. t.);
— pasarai (pavadinimas, rasis, tiekéjas, sudétis ir, jei Zinoma, fitoestrogeny kiekis);
— kraikas (pavadinimas, rasis, tiekéjas, sudeétis);

— laikymo narveliuose salygos ir viename narvelyje laikomy gyviiny skaicius.

Analizés sglygos:

— amzius kastravimo metu, aklimatizacijos po kastravimo trukmég;
— kiekvieno gyviino kiino masé bandymo pradzioje (0,1 g tikslumu);

— atsitiktinés atrankos procesas, suskirstymas i nesiklio, etaloninés ir bandomosios cheminés medZziagos grupes
ir narvelius;

— kiekvienos grupés gyviny kiino masés vidurkis ir standartinis nuokrypis padieniui per visg tyrima;

— pagrindiné priezastis, nulémusi dozés dydzio pasirinkimg;

— tai, kaip bandomoji cheminé medziaga duodama, ir pagrindiné priezastis, nulémusi davimo bado pasirinkima;
— jeigu tirlamas antiandrogeninis poveikis, duodamas TP (dozé ir koncentracija);

— duodama bandomoji cheminé medziaga (dozé ir koncentracija);

— dozés davimo laikas;

— nekroskopijos procediiros, iskaitant nukraujinimo, anestezavimo priemones;

— jeigu atlickama serumo analizé, reikéty pateikti duomenis apie metoda. Pavyzdziui, jeigu taikoma radioimu-

noanalizé (RIA), reikéty aprasyti RIA procedira, RIA priemoniy rinkinio $altinj, priemoniy rinkinio galiojimo
pabaigos datas, scintiliacijy skai¢iavimo procediirg, standartizavima.

Rezultatai:

— kiekvieno gyviino kasdienio stebéjimo doziy davimo laikotarpiu duomenys, tarp juy:

— kano masé (0,1 g tikslumu);

— klinikiniai poZymiai (jei yra);

— visi paSary suvartojimo matavimai arba pastabos;

— pastabos apie kiekvieno gyviino nekroskopija, tarp jy:

— nekroskopijos data;

— dozes gavusi gyviiny grupé;

— gyvino identifikavimo Zyma;

— prozektorius;

— nekroskopijos ir skrodimo laikas;

— gyviino amzius;

— galutiné kiino masé nekroskopijos metu, paZymint statistiSkai reik§minga padidéjimg arba sumazéjima;
— gyvuny nukraujinimo ir skrodimo per nekroskopija tvarka;

— penkiy tiriamy nuo androgeny priklausomy audiniy masé:

— ventralinés prostatos skilties (0,1 mg tikslumu);

— sékliniy pasleliy ir koaguliacijos liauky su skysciu (abiejy, 0,1 mg tikslumuy);

— iSangés pakeliamojo raumens ir stormeninio akytkainio raumens komplekso (0,1 mg tikslumuy);
— Kuperio liauky (abiejy masé sveriant $viezias, 0,1 mg tikslumuy);

— varpos galvos (masé sveriant §viezig, 0,1 mg tikslumu);
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— kity pasirinkty audiniy masg, jei audiniai sveriami:

— kepeny (0,1 g tikslumuy);

— inksty (abiejy, 0,1 mg tikslumu);

— antinksciy (abiejy, 0,1 mg tikslumu);

— bendros pastabos ir komentarai.

— Serume esanciy hormony analizé, jei atlickama:
— liuteinizuojancio hormono kiekis serume (neprivaloma — ngfserumo ml) ir
— testosterono kiekis serume (neprivaloma — ng/serumo ml);

— bendros pastabos ir komentarai.

Duoteny apibendrinimas

Duomenis reikéty apibendrinti lenteléje, kurioje reikéty nurodyti kiekvienos grupés imties dydj, verciy vidurki,
standarting vidurkio paklaidg arba standartini nuokrypi. Lentelése reikéty nurodyti kiino mase¢ nekroskopijos
metu, kiino masés pokyc¢ius nuo doziy davimo pradzios iki nekroskopijos, tiriamy pagalbiniy lyties audiniy mase,
kity pasirinktinai tiriamy organy mase.

Rezultaty aptarimas

Rezultaty analizé

59. Kuano ir organo, kurio nekroskopija atlickama, mase reikéty statistiskai analizuoti, vertinant variacijy vienalytis-
kumg palyginti su atitinkamomis duomeny transformacijomis, jeigu to reikia. Bandomyjy grupiy rezultatus
reikéty lyginti su kontrolinés grupés rezultatais taikant tokius metodus kaip ANOVA, taip pat atliekant poriniy
duomeny palyginimus (pvz., Dunett vienakryptis bandymas) ir analize pagal statistinio skirtumo kriterijy, pvz.,
p < 0,05. Tas grupes, kurios jvertintos kaip statistiskai reik§mingos, reikéty pazyméti. Taciau ,santykinés organo*
masés reikéty vengti dél to, kad statistinés prielaidos, kuriomis grindziama $i duomeny manipuliacija, yra nepa-
gristos.

60. Kai tiriamas androgeny agonisty veikimas, kontroline grupe turéty bati bandymo grupé, kuriai duodamas tik
nesiklis. Bandomajai cheminei medziagai bidingas veikimo badas gali sukelti santykinai skirtingg audiniy atsaka,
pavyzdziui, trenbolonas, kurio 5 alfa-reduktazé negali veikti, daro ryskesnj poveikj iSangés pakeliamajam raume-
niui, stormeniniam akytkiinio raumeniui ir varpos galvai, palyginti su TP. StatistiSkai reikiminga (p< 0,05) bet
kuriy dviejy arba didesnio skaiciaus tiriamy nuo androgeny priklausomy audiniy (ventralinés prostatos skilties,
iSangés pakeliamojo raumens ir stormeninio akytkiinio raumens, varpos galvos, Kuperio liauky ir sékliniy pasleliy
bei koaguliacijos liauky) masés padidéjimg reikéty laikyti teigiamu androgeny agonisty tyrimo rezultatu; turéty
pasireiksti kiek didesnis visy tiriamy audiniy augimas. Jungtinj visy pagalbiniy lyties organy (angl. ASO) audiniy
atsako jvertinimg galima atlikti taikant atitinkama daugiavarian¢iy duomeny analiz¢. Taip galima pagerinti analizg,
ypac tais atvejais, kai statistiskai reikSmingas atsakas pastebimas tik viename audinyje.

61. Kai tirlamas androgeny antagonisty veikimas, kontroline grupe turéty biti bandymo grupé, kuriai duodama etalo-
ninio androgeno (vien testosterono propionato). Bandomajai cheminei medziagai budingas veikimo budas gali
sukelti santykinai skirtingg audiniy atsaka, pavyzdziui, 5 alfa-reduktazés inhibitoriai, tokie kaip finasteridas, daro
rySkesnj poveikj ventralinei prostatos skilciai negu kitiems audiniams, palyginti su stipriais androgeny antagonis-
tais, tokiais kaip flutamidas. Statistiskai reikSminga (p< 0,05) bet kuriy dviejy arba didesnio skaiciaus tiriamy nuo
androgeny priklausomy audiniy (ventralinés prostatos skilties, iSangés pakeliamojo raumens ir stormeninio akyt-
kiinio raumens, varpos galvos, Kuperio liauky ir sekliniy pasleliy bei koaguliacijos liauky) masés sumaZzéjima vien
dél duoto TP reikéty laikyti teigiamu androgeny antagonisty tyrimo rezultatu; turéty pasireiksti kiek mazesnis visy
tiriamy audiniy augimas. Jungtinj visy pagalbiniy lyties organy audiniy atsako jvertinimg galima atlikti taikant
atitinkamga daugiavarian¢iy duomeny analize. Taip galima pagerinti analize, ypac tais atvejais, kai statistiskai reiks-
mingas atsakas pastebimas tik viename audinyje.

62. Duomenis reikéty apibendrinti lenteléje, kurioje reikéty nurodyti kiekvienos grupés imties verciy vidurkj, standar-
ting vidurkio paklaida (standartinj nuokrypj taip pat galima nurodyti) ir imties dydj. Taip pat reikéty pateikti
lenteles su kiekvieno gyviino duomenimis. Kiekvieno gyviino duomeny vertes, vidurkius, kontroliniy duomeny
standarting paklaidg (standartinj nuokrypj) ir variacijos koeficientg reikéty iSanalizuoti ir patikrinti, ar jie atitinka
priimtinus nuoseklaus deréjimo su numatytomis anksciau surinkty duomeny vertémis kriterijus. Jeigu variacijos
koeficientai virsija 1 lentelé¢je nurodytas kiekvieno organo masei nustatyty variacijos koeficienty vertes (zr. 25
ir 26 punktus), reikéty patikrinti iuos dalykus: gal duomenys buvo klaidingai uZrasyti arba ivesti arba laboratorija
dar nei§moko tiksliai atlikti nuo androgeny priklausomy audiniy skrodimo ir reikalingas tolesnis mokymasis/prak-
tika. Apskritai variacijos koeficientas (standartinis nuokrypis, padalytas i§ organo masés vidurkio) yra skirtingose
laboratorijose ir tyrimuose atkuriamas rodiklis. Tarp pateikty duomeny turéty bati bent $ie: ventralinés prostatos
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skilties, sékliniy pasleliy, iSangés pakeliamojo raumens ir stormeninio akytktinio raumens, Kuperio liauky, varpos
galvos, kepeny, kiino masé ir kiino masés pokytis nuo doziy davimo pradzios iki nekroskopijos. Pateikiant
duomenis kiino mase taip pat galima perskaitiuoti pritaikius kovariacija, taciau $iy duomeny nereikéty jrasyti
vietoj neperskai¢iuoty duomeny. Be to, jeigu kurios nors grupés gyviny apyvarpé dar neatsiskyrusi, apyvarpés
atsiskyrimg reikéty registruoti ir statistiskai lyginti su kontroline grupe, tam taikant tikslyjj FiSerio (angl. Fisher
Exact) test.

63.  Tikrinant kompiuteriniy duomeny jvestis ir lyginant su pradiniais duomeny lapais tikslumui uZztikrinti, organo
masés vertés, kurios biologiskai yra nejmanomos arba kurios daugiau negu trimis standartiniais nuokrypiais
skiriasi nuo dozg¢ gavusios grupés vidurkio, turéty bati atidZiai tikrinamos, kai kurias gali tekti i$imti kaip galimas
duomeny uzra$ymo klaidas.

64.  Tvirtinant tyrimo rezultaty tinkamuma svarbus rezultaty aiSkinimo etapas daznai biina tyrimo rezultaty palygi-
nimas su EBPO variacijos koeficienty vertémis (1 lentel¢). Ankstesnius nesiklio kontroliniy grupiy duomenis
reikéty saugoti laboratorijoje. Ankstesnius duomenis apie atsaka | teigiamas etalonines chemines medzZiagas,
pavyzdziui, TP ir FT, taip pat reikéty saugoti laboratorijoje. Laboratorijos taip pat gali periodi§kai isbandyti atsaka
i zinomus silpnus androgeny agonistus ir saugoti $iuos duomenis. Siuos duomenis galima palyginti su turimais
EBPO duomenimis, taip uZtikrinant, kad pagal laboratorijos metodus atlickami tyrimai baty pakankamai statis-
tiskai tikslds ir turéty pakankama statisting galig.
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1 priedélis

SAVOKOS
Androgeninis — sgvoka, vartojama teigiamam poveikiui nuo androgeny priklausomy audiniy augimui apibadinti.

Antiandrogeninis poveikis - tai cheminés medziagos savybé stabdyti testosterono propionato veikimg Zinduoliy
organizme.

Cheminé medZiaga — tai medziaga arba miSinys.
Atsivedimo data — yra 0 postnataliné diena.

Dozé - duodamas bandomosios cheminés medziagos kiekis. Atliekant Hershberger biologinj tyrima dozé iSreiskiama
bandomosios cheminés medziagos mase bandomojo gyviino kiino masés vienetui per dieng (pvz., mglkg kiino masés|
per diena).

Dozavimas - bendras terminas, apimantis dozés dydj, jos daznj ir dozavimo trukme.
GaiStantis — sgvoka, kuria apibtidinamas gaiStantis gyviinas, t. y. gyvino, kuris netrukus nugai§, biisena.
X postnataliné diena — X-oji gyvenimo diena nuo atsivedimo.

Jautrumas - galimybé taikant bandymy metodg teisingai identifikuoti savybiy, dél kuriy atliekamas bandymas, turin-
¢ias chemines medziagas.

Specifiskumas — galimybé taikant bandymy metoda teisingai identifikuoti savybiy, dél kuriy atliekamas bandymas,
neturin¢ias chemines medzZiagas.

Bandomoji cheminé medziaga — bet kuri pagal § bandymy metoda bandoma medziaga arba misinys.

Tinkamumo patvirtinimas — mokslinis procesas, kurio paskirtis — apradyti darbo reikalavimus ir bandymy metodo
apribojimus siekiant parodyti metodo patikimumg ir tinkamuma konkre¢iam tikslui.



2 priedélis

Pastaba. S dokumentg parengé Bandymy gairiy programos sekretoriatas pagal 6-ajame EDTA darbo grupés posédyje sudaryta susitarima

EBPO konceptuali endokrining sistemg ardanéiy cheminiy medZiagy bandymo ir vertinimo sistema

1 lygmuo

Suskirstymas ir prioritety

skaidumas

nustatymas pagal turimg informacija

— Fizikinés ir cheminés savybés, pvz., molekuliné masé, reaktyvumas, lakumas, biologinis

— Poveikio Zmogui ir gamtai biidai, pvz., gamybos mastas, i$leidimas, naudojimo modeliai
— Pavojingumas, pvz., turimi toksikologiniai duomenys

2 lygmuo

Invitro assays analizés
mechanistiniams duomenims

— RigimosiprieER, AR, TR receptoriy afiniskumas

— Transkripcijos aktyvinimas

— Aromatazé ir steroidogenezé in vitro

— Arilo angliavandenilio receptoriaus atpazinimas/risimasis

— Parengiamoiji didelio pralaidumo
atranka

— Skydliaukes funkcija

— Zuvy hepatocity VTG analizé

surinkt priejo — Kita (pagal poreikj)
— QSAR
31 — Poveikiu gimdai pagrista analizé (susijusi su
. | 2 'ygmuo . estrogenais) — ZuvyVTG (vitelogenino)
I'? vivo anahze.s fil{onl.enlms apie — Hershberger'io analizé (susijusi su androgenais) analizé (susijusi su
vieng endokrininés sistemos — Nereceptoriné hormony funkcija .
. S 1 . 1 estrogenais)

mechanizmg ir apie poveikj surinkti — Kita (pvz. skydliaukeé)

4 lvomuo — Patobulintos EBPO gairés Nr.407 . o

L] (vertinamosios baigtys, grindZiamos — Zuvy Iytiniy liauky

In vivo analizés duomenims apie
keletg endokrininés sistemos

endokrininés sistemos mechanizmais)
— Patinéliy ir pateliy lytinio subrendimo analizé

mechanizmy ir apie poveikj surinkti

— Suaugusiy nekastruoty patinéliy analizé

hiostopatologijos analizé
— Varliy metamorfozés analizé

5 lygmuo

— 1 kartos analizé (patobulintos TG 415)"
— 2 karty analizé (patobulintos TG 416)"
— Dauginimosi atrankos bandymas

Invivo analizés duomenims apie

keleto endokrininés sistemos ir kity
mechanizmy poveikj surinkti

(patobulintos TG 421)"
— Jungtinis 28 dieny/dauginimosi atrankos
bandymas (patobulintos TG 422)'

! Galimus patobulinimus svarstys VMG-mamm

— Zuvy, pauksciy, amfibijy ir
bestuburiy gyviiny analizé,
atlickama per dalj gyvenimo
ciklo arba visg ciklg (vystymosi
ir dauginimosi analizé )

VMG-mamm: Bandymy su Zinduoliais ir Zinduoliy vertinimo tinkamumo patvirtinimo valdymo grupé (angl. Validation Management Group on Mammalian Testing and Assessment)
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PASTABOS DEL KONCEPTUALIOS SISTEMOS

1 pastaba. Pradéti dalyvauti tyrime ir pasitraukti i§ tyrimo galima visais lygmenimis; tai priklauso nuo esamy informa-

cijos poreikiy pavojingumo ir rizikos vertinimo tikslais.

2 pastaba. 5 lygmeniu ekotoksikologija turéty apimti vertinamasias baigtis, kuriomis Zymimi Zalingo poveikio mecha-

nizmai ir galima Zala populiacijai.

3 pastaba. Kai daugialypis modelis apima keleto atskiry vertinamyjy baigéiy tyrimg, tas modelis bty taikomas vietoj

pavieniy vertinamyjy baig¢iy analizés.

4 pastaba. Kiekviena cheminé medziaga turéty biti vertinama kiekvienu atveju atskirai, atsizvelgiant i visg turimg infor-

macija ir konceptualios sistemos lygmenis.

5 pastaba. Kol kas $is planas apima ne viskg. 3, 4 ir 5 lygmenyse jis apima analize, kuria vykdyti jau galima arba kurios

tinkamumas dar tvirtinamas. Antrosios grupés analizé jtraukta preliminariai. Kai ji bus iSplétota ir patvir-
tinta, ja planas bus oficialiai papildytas.

6 pastaba. Nereikéty suprasti, kad 5 lygmuo apima tik baigiamuosius bandymus. Siuo lygmeniu jtraukiami bandymai

laikomi padedanciais jvertinti bendrg pavojinguma ir rizika.
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(27)  Sie sio priedo skyriai:
B.1 bis ,Umus toksiskumas per virSkinamajj traktg. Fiksuotyjy doziy metodas*

B.1 tris ,Umus toksiskumas per virskinamajj trakta. Umaus toksiskumo klasés metodas.

B.56. ISPLESTINIS TOKSISKUMO VIENOS KARTOS DAUGINIMUISI BANDYMAS

IVADAS

1. Sis bandymy metodas atitinka EBPO Bandymy gaires (angl. OECD Test Guideline (TG)) Nr. 443 (2012). Jis
parengtas pagal Tarptautinio gyvybés moksly instituto (angl. ILSI) Sveikatos ir aplinkos moksly instituto (angl.
HESI) Zemés {ikio cheminiy medziagy saugos jvertinimo (angl. ASCA) techninio komiteto pasifilyma dél vienos
kartos dauginimosi bandymo, i$plésto iki F, gyvenimo etapo, paskelbta Cooper et al., 2006 (1). Bandymo modelis
buvo patobulintas ir i§samiau paaiskintas siekiant, kad jis bty lankstesnis ir biity pabrézta, jog bandyma prade-
dant yra svarbu remtis turimais duomenimis, o véliau stebint gyvus gyviinus bandyma pakreipti reikiama linkme
ir pritaikyti pagal poreikius. Pagal § bandymy metods pateikiamas i§samus aprasas, kaip vykdomas I$pléstinis
toksiskumo vienos kartos dauginimuisi bandymas. Pagal bandymy metoda aptariamos trys F, gyviiny kohortos:

1 kohorta: vertinamos dauginimosifvystymosi vertinamosios baigtys; §j pogrupj galima iSplésti — jtraukti
F, karta;

2 kohorta: vertinamas galimas sgveikos su chemine medziaga poveikis nervy sistemos vystymuisi;

3 kohorta: vertinamas galimas sgveikos su chemine medziaga poveikis imuninés sistemos vystymuisi.
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Sprendimai, ar vertinti antra gyviny kartg, ar atsisakyti neurotoksiskumo vystymuisi vertinimo kohortos ir (arba)
imunotoksiskumo vystymuisi vertinimo kohortos, priimami pagal turimas Zinias apie vertinamg cheming
medZiagg ir pagal jvairiy reguliavimo institucijy poreikius. Bandymy metodo tikslas — surinkti i$samius duomenis
apie tai, kaip bty galima atlikti bandymg ir kaip reikéty vertinti kiekvieng gyviiny kohortg.

Rémimosi vidaus kriterijais priimant sprendimus dél antros gyviiny kartos tvarka, skirta toms reguliavimo institu-
cijoms, kurios tokius kriterijus taiko, aptarta EBPO Rekomendaciniame dokumente (angl. Guidance Document)
Nr. 117 (39).

PRADINIAI ASPEKTAI IR TIKSLAI

Pagrindinis i$pléstinio toksiskumo vienos kartos dauginimuisi bandymo tikslas — jvertinti tam tikrus per kitokio
pobudzio toksiskumo tyrimus nevertinamus gyvenimo etapus ir iSbandyti poveiki, kurj gali sukelti salytis su
chemine medZiaga prenataliniu ir postnataliniu laikotarpiais. Kai tiriamos dauginimosi vertinamosios baigtys, yra
numatyta, kad, norint nustatyti poveikj patinéliy ir pateliy dauginimosi organams, pirmiausia pasinaudojama
informacija, gauta i§ kartotiniy doziy tyrimy (jskaitant toksiskumo dauginimosi sistemai atrankos tyrimus, pvz.
zr. EBPO Bandymy gaires Nr. 422 (32)) arba trumpalaikiy endokrining sistema galimai ardanciy medZiagy
atrankos analiziy (pvz., Poveikiu gimdai pagristos analizés — bandymy metodas B.54 (36) ir Hershberger analizés —
bandymy metodas B.55 (37)), jei tokios informacijos turima. Be kita ko gali biiti atlickama: patinéliams — rujos
cikly spermatogenezé (séklidZiy histopatologija), pateléms — skai¢iuojami folikulaifvertinamas oocity subrendimas,
kiausidziy vientisumas (histopatologija). Taigi i§pléstinis toksiskumo vienos kartos dauginimuisi bandymas padeda
istirti dauginimosi vertinamasias baigtis, kurioms jvertinti reikalinga patinéliy ir pateliy sgveika, patelés su apvai-
sintais kiausinéliais, patelés su palikuonimis ir F, karta iki Sios kartos gyviny lytinio subrendimo (i§samesnés
informacijos apie §j bandymy metoda yra pateikta EBPO Rekomendaciniame dokumente Nr. 151 (40)).

Sis bandymy metodas yra skirtas jvertinti, kokj poveikj cheminés medziagos daro vystymuisi prenataliniu ir post-
nataliniu laikotarpiais, taip pat nuodugniai jvertinti sisteminj toksiS$kuma vaikingoms ir Zindan¢ioms pateléms bei
jauniems ir suaugusiems palikuonims. I§sami pagrindiniy vystymosi vertinamyjy baigéiy, pavyzdziui, palikuoniy
gyvybingumo, ka tik gimusiy jaunikliy sveikatos, i§sivystymo atsivedant, fizinio ir funkcinio vystymosi iki subren-
dimo, analizé turéty padéti nustatyti konkrecius tirtinus palikuoniy organus. Be to, atliekant bandyma bus gauta ir
(arba) patvirtinta informacija apie bandomosios cheminés medziagos poveikj suaugusiy patinéliy ir pateliy daugi-
nimosi sistemy vientisumui ir funkcionavimui. Konkreciai nagrinéjami Sie parametrai (bet ne tik): lytiniy liauky
funkcija, rujos ciklas, spermos brendimas antseklidziuose, elgsena poruojantis, apvaisinimas, gestacija, atsivedimas
ir laktacija. Be to, informacija, gauta atlickant neurotoksiskumo ir imunotoksiskumo vystymuisi vertinimus, bus
apibidintas galimas poveikis toms sistemoms. Per $iuos bandymus gauti duomenys turéty padéti nustatyti nepas-
tebéto neigiamo poveikio dozés ribas (angl. NOAEL), Zemiausias pastebéto neigiamo poveikio dozés ribas (angl.
LOAEL) ir (arba) etalonines dozes pagal jvairias vertinamasias baigtis; dar $iuos duomenys biity galima panaudoti
per ankstesnius kartotiniy doziy tyrimus nustatytam poveikiui apibadinti ir (arba) tolesniems bandymams
pakreipti reikiama linkme.

Protokolas schematiskai pavaizduotas 1 pvz., Kelioms lytiskai subrendusiy patinéliy ir pateliy grupéms nepertrau-
kiamai duodamos skirtingos bandomosios cheminés medziagos dozés. Siai tévinei (P) kartai dozés duodamos
nustatyta laikotarpj iki poravimosi (is laikotarpis pasirenkamas pagal turimg informacija apie bandomajg cheming
medZiagg, bet turi bati ne trumpesnis kaip dvi savaités) ir dvi savaites per poravimosi laikotarpj. P patinéliai toliau
tiriami bent iki F, nujunkymo. Dozes jiems reikéty duoti ne trumpiau kaip 10 savai¢iy. Dozes galima duoti ir
ilgiau, jeigu poveikj dauginimuisi reikia i§siaiskinti tiksliau. P pateléms dozés nepertraukiamai duodamos gestacijos
ir laktacijos laikotarpiais iki bandymo nutraukimo, kai jy vados nujunkomos (t. y. dozés duodamos 8—10 savailiy).
F, palikuonys toliau gauna bandomosios cheminés medziagos dozes nuo nujunkymo iki brandos.Jeigu vertinama
antra karta (zr. EBPO Rekomendacinj dokumentg Nr. 117 (39)), F, palikuonims dozés duodamos iki F, nujun-
kymo arba iki bandymo nutraukimo.

Visi gyvinai stebimi kliniskai ir atlickami patologiniai tyrimai toksi$kumo poZymiams nustatyti, ypa¢ daug
démesio skiriant patiny ir pateliy dauginimosi sistemy vientisumui ir funkcionavimui bei palikuoniy sveikatai,
augimui ir vystymuisi. Nujunkyti ir atrinkti palikuonys suskirstomi j specialius pogrupius (1-3 kohortas, zr. 33,
34 punktus ir 1 schema) ir tiriami toliau; be kity dalyky, tiriamas lytinis subrendimas, dauginimosi organy vienti-
sumas ir funkcijos, neurologinés ir elgsenos vertinamosios baigtys, imuninés sistemos funkcijos.

Atliekant bandyma reikéty vadovautis pagrindiniais principais ir prielaidomis, i§déstytomis EBPO Rekomendaci-
niame dokumente Nr. 19 On the recognition, assessment, and use of clinical signs as humane endpoints for experimental
animals used in safety evaluations (34).
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9.

10.

11.

12.

Kai bus atlikta pakankamai daug bandymy, kad buty galima patikrinti $io naujo bandymy modelio poveiki,
bandymy metodas bus persvarstytas ir prireikus patikslintas atsizvelgiant j igyta patirti.

1 schema

ISpléstinio toksiskumo vienos kartos dauginimuisi bandymo schema

P gyviiny
nekroskopija

l

Dozavimas

Poravimosi

Iki suporavimo i ——

Po poravimosi

Pg 2 savaités 2 savaités 6 savaités

‘ Po ‘ 2 savaites 2 savaites Gestacija Laktacija

F Vystymasis gimdoje Iki nujunkymo Po nujunkymo

Gyviinai Lytinis Apytikslis amzius atliekant

Téviné karta | Kohort Paskirti
evinekaria ) Roflorta askirtis kohorta subrendimas | nekroskopijg (savaitémis)

1A Dauginimasis 20V+20M Taip 13

1B Dauginimasis 20V+20M Taip 14 arba 20-25, jei reikia
2A Neurotoksiskumas | 10V+MF @ Taip 11-12

2B Neurotoksiskumas | 10V+MF@ Ne 3

o 3 Imunotoksiskumas | 10V+MF@ Taip 8

8MPIC | perteklinia | Atliekami gyviinai Ne 3

i gyviinai

Tiriama po
20 vady
kiekvienoje

@ vienas i§ vados ir i§ viso 20-ies vady reprezentacinis skaiius, jei jmanoma

METODO APIBUDINIMAS/PASIRENGIMAS BANDYMUI

Gyviinai
Gyviny risiy ir veisliy parinkimas

Rasiy pasirinkimg toksiskumo dauginimuisi bandymui atlikti reikéty kruopsciai apgalvoti atsizvelgiant | visa
turima informacijg. Tadiau, atsiZvelgiant { bendry duomeny kiekj ir galimybes palyginti su bendrojo toksiskumo
bandymais, dazniausiai pasirenkama gyviny rasis yra Ziurkés, tad pagal § bandymy metoda pateikiami kriterijai
ir rekomendacijos yra skirti batent $iai rGsiai. Jei naudojama kita risis, pasirinkimas turéty bati pagristas ir turéty
buti padaromi atitinkami reikalingi protokolo pakeitimai. Neturi bati naudojamos maZzo vaisingumo veislés arba
veislés, kurioms savaime pasireiskia vystymosi defektai.

AmZius, kiino masé ir jtraukimo kriterijai

Reikéty naudoti sveikus, bandymuose dar nenaudotus tévinius gyviinus. Reikéty tirti ir patinélius, ir pateles;
patelés turéty bati dar neturéjusios palikuoniy ir nevaikingos. Pradedant duoti dozes P gyviinai turéty buti lytiskai
subrende, panasios masés (kaip ir kiti tos lyties gyviinai), poravimo metu panaSaus amziaus (apie 90 dieny), repre-
zentatyvis tos risies ir veislés gyvany, su kuriais atlickamas bandymas, pavyzdziai. Atveztiems gyvinams
leidziama aklimatizuotis ne trumpiau kaip 5 dienas. Gyviinai atsitiktine tvarka suskirstomi i kontroling ir bando-
maja grupes taip, kad grupiy gyviny kiino masés vidurkis biity panasus (t. y. + 20 % vidurkio).

Laikymo ir $érimo sglygos

Bandomuyjy gyviny patalpos temperatiira turéty bati 22 °C (¢ 3°). Santykiné drégmé turéty bati 30-70 %, idealus
intervalas — 50—-60 %. Ap§vietimas turéty bati dirbtinis ir jo seka per parg turéty bati 12 h $viesos ir 12 h tamsos.
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Galima naudoti standartinius laboratoriniy gyviny pasarus, geriamojo vandens kiekis neribojamas. Reikéty
atkreipti démes;j i fitoestrogeny kiekj pasaruose, nes didelis fitoestrogeny kiekis pasaruose gali paveikti kai kurias
dauginimosi vertinamgasias baigtis. Rekomenduojama naudoti standartinius, Zinomos sudéties pasarus, kuriy sudé-
tyje bity kuo maziau estrogeniniy cheminiy medziagy (2) (30). Pasaro pasirinkimui gali turéti jtakos bitinybé
tinkamai jmai$yti bandomgja cheming medziagg, duodamg pagal §j metods. Reikéty nustatyti bandomosios
cheminés medziagos kieki, vienalytiskymg ir stabilumg nesiklyje. Reikéty reguliariai tikrinti, ar pasaruose ir geria-
majame vandenyje néra terSaly. Kiekvienos per tyrimg naudojamo pasaro partijos pavyzdzius reikéty laikyti reikia-
momis sglygomis (pvz., uzsaldzius — 20 °C temperatiroje), kol bus baigta rengti ataskaita tam atvejui, jeigu pasaro
sudedamgsias dalis dar reikéty i§samiau analizuoti.

13.  Gyvinus reikéty laikyti maZomis tos pacios lyties ir tokias pacias dozes gaunanciy gyviny grupémis. Siekiant
iSvengti galimy suZzalojimy, gyviinus galima laikyti atskirai (pvz., patinus po poravimosi). Poruojama turéty biuti
Siam tikslui pritaikytuose narveliuose. Pasitvirtinus susiporavimui, patelés, kurios, kaip manoma, yra apvaisintos,
laikomos po vieng atsivedimo arba veisimo narveliuose ir yra apripinamos tinkamomis ir nustatytomis gaztos
sukimo medziagomis. Vados jaunikliai laikomi kartu su motinomis iki atjunkymo. F, gyviinai laikomi maZomis
grupémis su tos pacios lyties ir dozes gaunancios grupés gyvinais nuo nujunkymo iki bandymo nutraukimo.
Moksliskai pagristais atvejais gyviinus galima laikyti atskirai. Fitoestrogeny kiekis pasirinktame kraike turéty bati
kuo mazesnis.

Gyviiny skaicius ir Zenklinimas

14.  Paprastai kiekvienoje dozes gaunancioje ir kontrolinéje grupéje turéty biti pakankamas poruojamy gyviny pory
skaicius, kad vienoje dozés grupéje biity gauta bent 20 vaikingy pateliy. Taip siekiama uztikrinti pakankama
vaikingy pateliy skai¢iy, kad bty galima prasmingai jvertinti galimg cheminés medziagos poveikj vaisingumui,
gestacijai ir P kartos pateliy elgesiui, taip pat F, palikuoniy augimui ir vystymuisi nuo apvaisinimo iki subrendimo.
Nepavykus gauti norimo vaikingy pateliy skaiciaus (t. y. 20), bandymas nebitinai bus netinkamas ir turi bati
vertinamas kiekvienu atveju atskirai, atsizvelgiant | galima prieZastinj rysj su bandomaja chemine medziaga.

15.  Prie§ pradedant duoti dozes kiekvienas P gyviinas pazenklinamas unikaliu numeriu. Jeigu i§ ankstesniy laborato-
rijos duomeny matyti, kad reik§mingai pateliy daliai rujos ciklas gali bati ne toks kaip jprasta (4 ar 5 dieny
trukmés), rekomenduojama pries pradedant duoti dozes jvertinti rujos cikla. Taip pat, siekiant uztikrinti, kad bent
20 pateliy kiekvienoje grupéje rujos ciklas tyrimo pradzioje bty toks, kaip jprasta (4 arba 5 dienos), grupe galima
padidinti. Visi F, palikuonys juos atsivedus yra paZenklinami unikalia Zyma ir pirma kartg patikrinami 0 arba
1-3 postnataling dieng (PND). Visg tyrimg reikéty saugoti duomenis apie tai, i§ kokios vados yra paimtas kiek-
vienas F, ir F, (jei reikia) gyviinas.

Bandomoji cheminé medZiaga:

Turima informacija apie bandomgjg cheming medZiagg

16. Su esama informacija svarbu susipazinti priimant sprendimus dél doziy davimo biado, nesiklio pasirinkimo,
gyviiny risiy parinkimo, dozés dydzio pasirinkimo ir galimo dozavimo grafiko keitimo. Todél planuojant iSplés-
tinj toksiskumo vienos kartos dauginimuisi bandymg reikia atsizvelgti | visa svarbig turima informacijg apie
bandomgja cheming medZiagg, t. y. fizikines ir chemines savybes, toksikokinetinius duomenis (tarp jy — konkre-
Cioms rasims bidingg metabolizma), toksikodinamines savybes, struktiiros ir veikimo sgsajas (angl. SAR), in vitro
metabolinius procesus, ankstesniy toksiskumo tyrimy rezultatus ir svarbia informacija apie struktiiriniu pozitriu
analogiskas medZiagas. Pirminés informacijos apie absorbcija, pasiskirstyma, metabolizmg ir Salinimg (angl.
ADME) bei biologinj kaupimg galima gauti i§ cheminés struktiros, fizikiniy ir cheminiy duomeny, jungimosi su
plazmos baltymais masto ir toksikokinetiniy (TK) tyrimy, o toksiskumo tyrimy rezultatai suteikia papildomos
informacijos, pvz., apie NOAEL, metabolizmg arba metabolizmo indukcija.

Toksikokinetiniy duomeny vertinimas

17.  Nors toksikokinetiniai duomenys i§ anksciau atlikty doziy dydzio intervalo nustatymo arba kity tyrimy néra
privalomi, jie itin naudingi planuojant tyrimo struktiirg, pasirenkant dozés dydj ir aiSkinant rezultatus. Ypa¢
naudingi tie duomenys, kuriais: 1) patvirtinamas besivystancio vaisiaus ir jauniklio salytis su bandomaja chemine
medziaga (arba atitinkamais metabolitais), 2) suteikiama duomeny apie viding dozimetrijg ir 3) jvertinama galima
nuo dozés priklausoma kinetiniy procesy saturacija. [ papildomus toksikokinetinius duomenis, pavyzdziui,



2014 8 21 Europos Sajungos oficialusis leidinys L 247/63

metabolity ypatumus, koncentracijg per tam tikrg laikg ir kt., taip pat reikéty atsizvelgti, jei $iy duomeny turima.
Atliekant pagrindinj tyrimg taip pat galima rinkti papildomus toksikokinetinius duomenis, jeigu tai netrukdo
rinkti ir ai$kinti pagrindinio tyrimo vertinamuyjy baig¢iy.

Apskritai, planuojant i$pléstinj toksiskumo vienos kartos dauginimuisi tyrimg baty naudingi sie TK duomenys:

— gestacijos laikotarpio pabaigoje (pvz., 20-3 gestacijos dieng) — motinos ir vaisiaus kraujo;
— laktacijos laikotarpio viduryje (10-3 PND) — motinos ir jauniklio kraujo ir (arba) pieno;
— ankstyvuoju laikotarpiu po atjunkymo (pvz., 28-3 PND) — nujunkyty jaunikliy kraujo méginiy.

Nustatant konkrecias analites (pvz., pagrinding cheming medziagg ir (arba) metabolitus) ir atrankos schemg reikéty
vadovautis lankstumo principu. PavyzdZziui, méginiy skaiCius ir surinkimo laikas nustatyta méginiy surinkimo
dieng priklausys nuo saly¢io bido ir i§ anksto turimy Ziniy apie toksikokinetines savybes nevaikingy gyviiny orga-
nizme. Bandomaja medziaga dedant j pasarus uZtenka nustatyti vieng laikg, kada méginiai surenkami kiekvieng i3
ty dieny; jei dozés duodamos per zonda, gali tekti nustatyti ne vieng papildomg méginiy surinkimo laikg, kad
vidiniy doziy intervalo jvertis bity tikslesnis. Ta¢iau matuoti medZiagos koncentracijos pokytj laiko atzvilgiu visa
tam tikra kraujo émimo dieng nebitina. Jei reikia, tiriant vaisius ir naujagimius vienos lyties ir vados gyviiny
kraujg galima sujungti.

Davimo biidas

18.  Pasirenkant davimo bida reikéty atsizvelgti i tai, kuris badas yra artimiausias Zmogaus saly¢io su ta medzZiaga
bidui (-ams). Nors pagal protokola yra numatyta bandomaja cheming medziaga duoti su pasaru, protokolg galima
pakeisti ir bandomaja cheming medziagg duoti kitais budais (su geriamuoju vandeniu, per zonds, kvépavimo
takus, odg) atsizvelgiant j cheminés medziagos savybes ir tai, kokia informacija yra reikalinga.

Nesiklio pasirinkimas

19.  Prireikus bandomoji cheminé medziaga tirpinama tinkamame nesiklyje arba paruosiama jos suspensija. Rekomen-
duojama visy pirma apsvarstyti galimybe, jei tik jmanoma, naudoti vandeninj tirpalg ar suspensijg; jei nejmanoma,
tada — aliejinj tirpalg ar suspensija (pvz., kukurtizy aliejuje). Jei nesiklis yra ne vanduo, turi biiti Zinomos jo toksis-
kumo savybés. Reikéty vengti naudoti nesiklius, kuriems yra badingas toksiskumas (pvz., acetona, DMSO). Reikéty
nustatyti bandomosios cheminés medziagos stabiluma nesiklyje. Jei doziy ruo$imui palengvinti naudojamas
nesiklis arba kitas priedas, reikéty atsizvelgti j tokias jo charakteristikas: poveikj bandomosios cheminés medziagos
absorbcijai, pasiskirstymui, metabolizmui arba sulaikymui; poveiki bandomosios cheminés medziagos cheminéms
savybéms, dél kurio gali pasikeisti jos toksiSkumas; poveikj maisto ar vandens suvartojimui arba gyviny jmitimui.

Dozés pasirinkimas

20. Paprastai per tyrimg reikéty tirti bent trijy dydziy dozes ir vykdyti lygiagrecia kontrole. Pasirinkdamas reikiamus
dozés dydzius tyréjas turéty atsizvelgti i visa turimg informacija, taip pat i informacija apie dozavimg per ankstes-
nius tyrimus, toksikokinetinius duomenis, gautus tiriant vaikingus ir nevaikingus gyvinus, informacija apie perda-
vimo laktacijos laikotarpiu masta ir numatomg Zmogaus salytj su medZiaga. Jeigu turima toksikokinetiniy
duomeny, i§ kuriy matyti, kad toksikokinetiniy procesy saturacija priklauso nuo dozés dydzio, reikéty imtis atsar-
gumo priemoniy ir vengti dideliy doziy, kurios akivaizdziai sukelia saturacijg, — Zinoma, jeigu Zmogaus salycio su
medziaga lygis bus daug Zemesnis uZ saturacijos taska. Tokiais atvejais didZiausia dozé turéty bati tokia, kuriai
esant fiksuojamas peréjimo prie tiesinio toksikokinetinio modelio (tiesinés toksikokinetinés priklausomybés)
perlinkio taskas, arba dozé, esanti vir§ perlinkio tasko.

21.  Jeigu reikiamy toksikokinetiniy duomeny néra, dozés dydj reikéty pasirinkti pagal poveikio toksiskumg, nebent
yra apribojimy dél bandomosios cheminés medziagos fizikinio ir (arba) cheminio pobiidZio. Jeigu dozés dydis
pasirenkamas pagal toksiskumg, didZiausia dozé pasirenkama tokia, kad bty sukeltas tam tikras toksinis poveikis,
bet kad gyviinai nenugaisty ir nepatirty dideliy kanciy.

22.  Kitus dozés dydzius reikéty pasirinkti maZéjancia tvarka taip, kad buty pastebétas kiekvienas su doze susijes
atsakas ir baty nustatyta nepastebéto neigiamo poveikio riba (NOAEL) arba aptikimo ribai artimas dozés dydis,
kad pagal tai baty galima nustatyti etaloning dozg jautriausiai (-ioms) vertinamajai (-osioms) baig¢iai (-ims). Kad
intervalai tarp NOAEL ir LOAEL nebuty dideli, dazniausiai optimalts intervalai biina tokie, kuriais dozés didéja
dukart arba keturiskart. Uzuot palikus labai didelius intervalus tarp doziy (pvz., kai jos skiriasi daugiau kaip
10 karty), geriau jtraukti ketvirta bandymo grupe.
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23.  Kontrolinés grupés gyviinai turéty biiti laikomi tomis paciomis salygomis kaip ir bandomieji gyviinai, i§skyrus tai,
kad jie neveikiami bandomaja chemine medziaga. Si grupé turéty biiti medziagos negaunanti kontroliné grupé
arba nesiklj gaunanti kontroliné grupé, jei bandomajai cheminei medziagai duoti naudojamas nesiklis. Jei naudo-
jamas nesiklis, kontroliné grupé turéty gauti nesiklio kiekj, atitinkantj didZiausiag naudojamg nesiklio tarj.

Ribinis bandymas

24.  Jeigu atliekant kartotiniy doziy tyrimus negauta duomeny, kad ne maziau kaip 1 000 mg/kg kiino masés/per
dieng dozé yra toksiska, arba jeigu, remiantis duomenimis apie struktdriniu ir (arba) metaboliniu poZitiriu gimi-
ningy cheminiy medZziagy metabolines savybes, iskaitant in vivo/in vitro pana§uma, toksiskumo neturéty bati, keliy
dydziy doziy tyrimo gali nereikéti. Tokiais atvejais iSpléstini toksiSkumo vienos kartos dauginimuisi bandyma
galima atlikti su viena kontroline grupe ir viena ne maziau kaip 1 000 mg/kg kino masés/per dieng dydzio dozés
grupe. Tadiau jeigu naudojant tokj dozés dydj pasireiskia toksiskumo dauginimuisi arba vystymuisi pozymiy,
reikés toliau atlikti bandymus naudojant mazesnes dozes, kad biity nustatytas NOAEL. Sios nuostatos dél
bandomos dozés riby taikomos tik tada, kai, atsizvelgiant | Zmogaus salytj su medziaga, didesniy doziy naudoti
nereikia.

PROCEDURA

Palikuoniy veikimas

25.  Geriausia dozes duoti kartu su paSaru. Reikéty atkreipti démesj | tai, kad darant bandymus su zondu jaunikliai
dazniausiai gauna bandomosios cheminés medziagos netiesiogiai su pienu tol, kol, juos nujunkius, dozés jiems
pradedamos duoti tiesiogiai. Jeigu bandymai daromi medziaga dedant  paSarg arba geriamajj vandenj, jaunikliai
papildomai gauna bandomosios cheminés medziagos tiesiogiai, kai paskuting laktacijos laikotarpio savait¢ pradeda
ésti patys. Jeigu bandomosios cheminés medziagos  pieng patenka nedaug arba jeigu triiksta duomeny, kad pali-
kuonys yra nepertraukiamai veikiami, galima svarstyti galimybe keisti tyrimo modelj. Tokiais atvejais, remiantis
turima toksikokinetine informacija, toksiskumo palikuonims arba biologiniy Zymekliy poky¢iy duomenimis (3) (4),
reikéty apsvarstyti galimybe laktacijos laikotarpiu dozes jaunikliams duoti tiesiogiai. Prie§ pradedant tyrimus, per
kuriuos dozés Zindomiems jaunikliams biity duodamos tiesiogiai, reikéty atidZiai jvertinti nauda ir trikumus (5).

Doziy davimo tvarkarastis ir doziy davimas

26. Tam tikros informacijos apie rujos ciklus, patinéliy ir pateliy dauginimosi trakto histopatologing ir séklidziy ir
(arba) antséklidziy spermos analiz¢ galima gauti i§ ankstesniy atitinkamos trukmés kartotinés dozés toksiskumo
tyrimy. Todél atliekant i$pléstinj toksiskumo vienos kartos dauginimuisi bandyma bandymo trukmé iki supora-
vimo pasirenkama tokia, kad biity galima nustatyti poveikj funkciniams pokyciams, kurie gali sutrikdyti elgsena
poravimosi metu ir vaisingumg. Dozés iki poravimosi turéty biiti duodamos pakankamai ilgai, kad P patelés ir
patinéliai blity veikiami pastoviosios biisenos salygomis. DaZniausiai 2 savai¢iy iki poravimosi doziy davimo
trukmé abiem lytims yra laikoma pakankama. Kai tiriamos patelés, $is laikotarpis apima 3—4 rujos ciklus ir turéty
bati pakankamas neigiamam poveikiui rujos ciklifkumui nustatyti. Kai tiriami patinéliai, tokia trukmé atitinka
brestanciy spermatozoidy tranzito j antséklidzius laikotarpj ir turéty padéti nustatyti poveikj spermai jai pasiga-
minus séklidése (paskutiniais spermos i§skyrimo ir brendimo antséklidZiuose etapais). Iki bandymo nutraukimo,
kai yra suplanuota atlikti séklidZiy ir antséklidziy histopatologing ir spermos parametry analize, P ir F, gyvinai
bus turéje salytj su medziaga bent vieng iStisg spermatogeninj cikla ((6) (7) (8) ir EBPO Rekomendacinis doku-
mentas Nr. 151 (40)).

27.  Patinéliy sgly¢io su medziaga scenarijus iki poravimosi galima keisti, jeigu per ankstesnius tyrimus buvo aiskiai
nustatytas toksiskumas séklidéms (pablogéjo spermatogenezé) arba pasireiské poveikis spermos vientisumui ir
funkcionalumui. Panasiai pateliy atveju — turint duomeny apie bandomosios cheminés medZziagos poveikj rujos
ciklui, kartu ir lytiniam jautrumui, gali bati pagrista rinktis kitokius saly¢io su medziaga iki poravimosi scenarijus.
Ypatingais atvejais galima leisti dozes P pateléms pradéti duoti tik jau gavus teigiamus tepinélio reakcijos i sperma
rezultatus (zr. EBPO Rekomendacinj dokumentg Nr. 151 (40)).

28.  Nustacius doziy davimo iki poravimosi trukme, gyviinams bandomosios cheminés medZiagos duodama neper-
traukiamai po 7 dienas per savaite iki pat nekroskopijos. Visiems gyvinams dozés turéty bati duodamos tokiu pat
metodu. Dozés duodamos 2 savaites poravimosi laikotarpiu ir P pateléms — gestacijos bei laktacijos laikotarpiu iki
bandymo nutraukimo, kai jaunikliai nujunkomi. Patinéliams dozés duodamos tokiu paciu bidu iki bandymo
nutraukimo, kai F, gyviinai nujunkomi. Nekroskopija pirmiau atlickama pateléms, jy nekroskopija reikéty atlikti
ta pacig ar panasig laktacijos laikotarpio dieng. Patinéliy nekroskopija galima idéstyti didesniam dieny skaiciui
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pagal laboratorijos galimybes. Jeigu laktacijos laikotarpiu dozés nepradétos duoti tiesiogiai, jas reikéty pradéti
tiesiogiai duoti pasirinktiems F, patinéliams ir pateléms nujunkymo laikotarpiu ir toliau duoti iki suplanuotos
nekroskopijos dienos pagal kohortos gyviiny paskirstymo tvarka.

29.  Jei cheminés medziagos duodamos su pasarais ar geriamuoju vandeniu, svarbu garantuoti, kad naudojamas bando-
mosios cheminés medZziagos kiekis netrikdyty normalios mitybos arba gérimo pusiausvyros. Kai bandomoji
cheminé medziaga duodama su pasaru, jos dozé gali bati isreiSkiama kaip pastovi koncentracija paSaruose (ppm)
arba kaip pastovus dozés dydis pagal gyviino kiino masés vieneta; pasirinktg variantg reikéty nurodyti.

30. Kai bandomoji cheminé medZiaga duodama per zondsg, vienu metu duodamo skys¢io tiiris paprastai neturéty
virsyti 1 ml/100 g kiino masés (0,4 ml/100 g kiino masés yra didZiausias kiekis naudojant aliejy, pvz., kukuriizy).
Iskyrus dirginancias arba ésdinancias chemines medZziagas, kurios esant didesnei koncentracijai turi sunkesnj
poveikj, bandomojo tirpalo tiirio nepastovumas turi baiti kiek jmanoma sumazintas kei¢iant koncentracijg taip,
kad visy doziy taris bity pastovus. Dozé turéty biti duodama kiekvieng dieng panasiu laiku. Dozé kiekvienam
gyviinui paprastai turéty biti nustatoma atsizvelgiant i patj paskutinj jo svérima; suaugusiy patinéliy ir suaugusiy
nevaikingy pateliy dozé koreguojama bent kas savaite, vaikingy pateliy ir F1 gyviny iki atjunkymo ir 2 savaites
po atjunkymo — kas dvi dienas. Jeigu i§ toksikokinetiniy duomeny matyti, kad bandomosios cheminés medziagos
per placentg perduodama mazai, per zondg duodamos dozés dydj paskuting gestacijos savaite gali tekti pakore-
guoti, kad patelei nebity duodama pernelyg toksiska dozé. Pateléms, kurioms dozés duodamos per zondg arba
kitu bidu, kurj taikant gyviinus reikia liesti, jaunikliy atsivedimo diena dozés duoti nereikéty; ta dieng bandomo-
sios cheminés medziagos geriau neduoti, kad nebity sutrikdytas jaunikliy atsivedimo procesas.

Poravimas

31.  Kiekviena P patelé uzdaroma j narvelj su vienu atsitiktine tvarka atrinku ir nesusijusiu t3 pacig doz¢ gaunanciu
patinéliu (1:1 poravimas) tol, kol jie susiporuoja, arba 2 savaitéms. Jeigu patinéliy nepakanka, pavyzdziui, dél to,
kad patinéliai nugaiSo iki suporavimo, tada jau suporuotas (-i) patinélis (-iai) poruojamas (-i) (1:1) su antra
(kitomis) patele (-émis) taip, kad visos patelés biity suporuotos. 0 gestacijos diena apibréziama kaip diena, kurig
pasitvirtina susiporavimo faktas (randama spermos arba maksties kamstis). Gyviunus reikeéty i§ karto atskirti, kai
tik pastebima, kad gyvinai susiporavo. Jeigu per 2 savaites gyviinai nesusiporuoja, juos reikéty atskirti ir nebeban-
dyti jy suporuoti. Duomenyse suporuotos poros turi biiti aiskiai pazymétos.

Vados dydis

32.  Praéjus 4 dienoms po atsivedino, kiekvienos vados dydis gali biti koreguojamas pasalinant perteklinj prieaugli
atrankos budu taip, kad kiekvienoje vadoje, kiek tai yra jmanoma, likty penki patinéliai ir penkios patelés. Selek-
tyvus jaunikliy pasalinimas, pvz., pagal kiino masg, nepriimtinas. Jei nejmanoma vienoje vadoje turéti po penkis
kiekvienos lyties palikuonis, priimtinas dalinis palikuoniy skai¢iaus koregavimas (pvz., Sesi patinéliai ir keturios
patelés).

Jaunikliy atrinkimas tyrimams po nujunkymo (Zr. 1 schema)

33.  Nujunkymo metu (apie 21 PND) i§ visy turimy vady po 20 jaunikliy paskiriama | kiekvienos dozés grupe ir kont-
roling grupe ir laikomi tolesniems tyrimams iki lytinés brandos (nebent dar prie§ tai reikéty atlikti kokius nors
tyrimus). Jaunikliai atrenkami atsitiktine tvarka, i$skyrus tai, kad neturéty bati imami akivaizdzZiai silpniausi jaunik-
liai (gyvinai, kuriy kiino masé yra daugiau negu dviem standartiniais nuokrypiais mazZesné uZ atitinkamos vados
jaunikliy masés vidurkj), nes jie greiCiausiai néra reprezentatyviis dozes gaunancios grupés pavyzdziai.

21 PND atrinkti F, jaunikliai atsitiktine tvarka paskirstomi j tris gyviiny kohortas:

1 kohorta (1A ir 1B) = toksiskumo dauginimuisi/vystymuisi bandymas;
2 kohorta (2A ir 2B) = neurotoksiskumo vystymuisi bandymas;

3 kohorta = imunotoksiskumo vystymuisi bandymas.
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1A kohorta: po viena patinélj ir vieng patele i§ vados grupéje (20 kiekvienos lyties grupéje): prioritetiné atranka
pirminiam poveikio dauginimosi sistemai ir bendrojo toksiskumo jvertinimui.

1B kohorta: po vieng patinélj ir vieng patele i§ vados grupéje (po 20 kiekvienos lyties grupéje): prioritetiné
atranka tolesniam dauginimosi sistemos veikimo vertinimui poruojant F, gyvinus, kai ie jvertinami (zr. EBPO
Rekomendacinj dokumenta Nr. 117 (39)), ir papildomiems histopatologiniams duomenims surinkti tais atvejais,
kai jtariama, jog medziaga yra toksiska dauginimosi arba endokrininei sistemai arba kai 1A pogrupio rezultatai
yra nevienareik§miai.

2A kohorta: i3 viso 20 jaunikliy grupéje (po 10 patinéliy ir 10 pateliy grupéje; po viena patinélj arba vieng patele
i$ vados) yra paskiriami neurobihevioristiniam bandymui atlikti, po kurio atliekamas jau suaugusiy gyviiny neuro-
histopatologinis tyrimas.

2B kohorta: i§ viso 20 jaunikliy grupéje (po 10 patinéliy ir 10 pateliy grupéje; po viena patinélj arba vieng patele
i vados) yra paskiriami neurohistopatologiniam vertinimui nujunkymo metu (21 arba 22 PND). Jeigu gyviiny
skaiCius nepakankamas, pirmenybé teikiama 2A kohortai.

3 kohorta: i§ viso 20 jaunikliy grupéje (po 10 patinéliy ir 10 pateliy grupéje; po vieng i vados, jei jmanoma). I3
kontrolinés grupés 56-3 (x 3) PND gali tekti paimti papildomus jauniklius, kurie biity panaudoti kaip nuo T lasteliy
priklausomy antikiiny atsako analizés (angl. TDAR) teigiamos kontrolés grupés gyvinai.

34.  Jeigu gyviiny skaic¢iaus nepakanka visy kohorty tikslams, pirmenybé tieckiama 1 kohortai, nes jos gyviinus galima
panaudoti F, gyviny kartai gauti. Pagal konkrecius poreikius, pvz., jeigu jtariama, kad cheminé medziaga yra
neurotoksiska, imunotoksiska arba toksiskai veikia dauginimasi, i bet kuria i§ kohorty galima paskirti papildomus
jauniklius. Siuos jauniklius galima panaudoti tyrimams skirtingais laiko momentais atlikti arba papildomoms verti-
namosioms baigtims jvertinti. ] kohortas nepaskirti jaunikliai perduodami klinikiniams biocheminiams tyrimams
(55 punktas) ir bendrajai nekroskopijai (68 punktas) atlikti.

P gyviiny antrasis poravimas

35.  Paprastai P gyviinus antrg kartg poruoti nerekomenduojama, nes taip prarandama svarbi informacija apie pirmos
vados implantacijos viety skaiCiy (taigi prarandami poimplantaciniy ir perinataliniy nuostoliy duomenys, galimo
teratogeninio poveikio rodikliai). Jeigu reikia patikrinti arba i$siaiskinti poveikj veikiamoms pateléms, tyrimg
geriau pratesti ir poruoti F, kartos gyviinus. Taciau visada galima antrg kartg poruoti P patinélius ir pateles, su
kuriomis bandymai dar neatlikti, ir taip patikslinti nevienareik§mius rezultatus arba i§samiau apibrézti per pirma
poravimg pastebéta poveikj vaisingumui.

GYVU GYVUNU STEBEJIMAI

Klinikiniai stebéjimai

36. P ir atrinkty F, gyvany bendrieji klinikiniai stebéjimai atliekami kartg per dieng. Jeigu dozés duodamos per zonda,
klinikinius stebéjimus reikéty atlikti pries duodant dozg ir po to (stebint, ar néra toksiskumo pozymiy, susijusiy
su didZiausia koncentracija plazmoje). Turi bati uZraSomi visi su tuo susije elgesio poky¢iai, sunkaus arba ilgesnio
jaunikliy atsivedimo proceso pozymiai ir visi toksiskumo poZymiai. Du kartus per dieng, o savaitgaliais — viena
kartg per diena, visi gyviinai stebimi, ar nepasireiskia didelio toksiskumo poZymiy, ar gyviinai negaista ir ar néra
nugaise.

37. Kas savaite turéty bati atliekamas papildomas i§samesnis kiekvieno P ir F, gyviino (po nujunkymo) tyrimas, jj
patogu daryti tuo paciu metu, kai gyviinas sveriamas, kad gyviinui baty keliama kuo maziau streso dél jo lietimo.
Stebéjimai turéty bati kruopsciai atliekami ir registruojami, tam naudojant bandymy laboratorijos nustatytas verti-
nimo balais sistemas. Turi bati imamasi priemoniy, garantuojanciy kuo mazesnj bandymo salygy kitima. Stebe-
jimas turi apimti odos, kailio, akiy, gleivinés pakitimy, i§skyry, iSmaty, autonominio aktyvumo (pvz., adarojimo,
plauky pasiausimo, vyzdzio dydzio, nejprasto kvépavimo) registravima, bet neturi tuo apsiriboti. Reikéty regist-
ruoti eisenos, pozos, reakcijos j lietimg pakitimus, kloniniy ar toniniy judesiy atsiradima bei stereotipinj (pvz.,
besaikj valymasi, pasikartojantj sukimasi ratu) ar keistg (pvz., saves luosinima, vaiks¢iojimg atbulomis) elgesi.
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Kiino masé ir pasaro bei vandens suvartojimas

38. P gyvinai sveriami pirmaja dozés davimo dieng ir véliau maZiausiai kartg per savaitg. P patelés laktacijos laiko-
tarpiu sveriamos tomis pac¢iomis dienomis kaip ir vada (Zr. 44 punktg). Kiekvienas F, gyviinas atskirai pasveriamas
pradéjus nujunkyma (21 PND) ir véliau sveriamas maZiausiai kartg per savaite. Kiino masé taip pat uZraSoma tg
dieng, kai gyviinai lytiskai subresta (baigia atsiskirti apyvarpé ir aiskiai susiformuoja makstis). Visi gyviinai pasve-
riami numarinimo dieng.

39.  Per tyrimg pasaro ir vandens (jei bandomoji cheminé medZziaga duodama su geriamuoju vandeniu) suvartojimas
uzraSomas bent karta per savaite t3 pacia diena, kurig gyviinas sveriamas (iSskyrus tuos atvejus, kai gyvinai
laikomi kartu). Kiekvieno narvelio F, gyviny paSaro suvartojimas uZraSomas kiekvieng savaitg nuo tada, kai
gyviinai suskirstomi j atitinkamas kohortas.

Rujos ciklai

40.  Pirminés informacijos apie su bandomgja chemine medzZiaga susijusj poveikj rujos ciklui gali bati turima i§ anks-
tesniy kartotiniy doziy toksiskumo tyrimy ir ja galima pasinaudoti rengiant konkre¢ios bandomosios cheminés
medziagos i$pléstinio toksiskumo vienos kartos dauginimuisi tyrimo protokolg. Paprastai rujos cikliskumo verti-
nimas (pagal maksties citologija) prasideda doziy davimo laikotarpio pradzioje ir tesiasi tol, kol pasitvirtina susipo-
ravimas arba baigiasi 2 savai¢iy poravimosi laikotarpis. Jeigu prie§ tyrimg buvo atliktas pateliy atrankos bandymas
tikrinant, ar rujos ciklai yra normalis, tuomet pradéjus tyrima naudinga toliau imti tepinélius; taciau jeigu tyrimo
pradzioje kyla abejoniy dél nebiidingo poveikio (pavyzdZiui, nuo pat pradziy pastebimai sumazéja pasaro suvarto-
jimas), prie§ pradedant likus dviem savaitéms iki poravimosi tirti tepinélius, gyviinams galima leisti adaptuotis prie
doziy davimo, bet ne ilgiau kaip dvi savaites. Jeigu patelés tyrimo laikotarpis dél to prasitesia (t. y. iki 4 savaiciy
iki poravimosi), reikéty apsvarstyti galimybe isigyti jaunesnius gyviinus ir pratesti patinéliy tyrimo iki poravimosi
laikotarpj. Maksties ar gimdos kaklelio lastelés turi bati imamos atsargiai, kad nebiity paZeista gleiviné ir dél to
nebiity sukeltas pseudovaikingumas (10) (11).

41. 1A kohortos F, pateliy maksties tepinélius reikéty tirti kasdien nuo maksties susiformavimo pradzios tol, kol bus
pastebétas pirmas kornifikuotas tepinélis, tam, kad baity galima nustatyti laiko intervalg tarp $iy dviejy momenty.
1A kohortos F, pateliy rujos ciklus taip pat reikéty stebéti dvi savaites nuo mazdaug 75 PND. Be to jeigu F, kartos
gyvinus reikia poruoti, 1B kohortos pateliy maksties citologija reikés stebéti nuo gyviiny uzdarymo poromis iki
susiporavimo poZymiy atsiradimo.

Poravimas ir gestacija

42.  Be standartiniy rodikliy (pvz. kiino masés, pasaro suvartojimo, klinikiniy stebéjimy, iskaitant tikrinimg, ar
gyviinai negaista ir (arba) ar nenugaiSo), uzraSomos gyviiny patalpinimo poromis datos, inseminacijos data ir
jaunikliy atsivedimo data, prekoitalinis intervalas (nuo susiporavimo iki inseminacijos), apskai¢iuojama gestacijos
trukmé (nuo inseminacijos iki jaunikliy atsivedimo). P pateles numatomo jaunikliy atsivedimo dieng reikéty
atidZiai istirti, ar néra distocijos pozymiy. Reikéty uzradyti visas guolio sukimo arba Zindymo anomalijas.

43, Jaunikliy atsivedimo diena patelei yra 0 laktacijos diena (0 LD), o palikuoniui — 0 postnataliné diena (0 PND). Dar
visus palyginimus galima atlikti pagal postkoitalinj laika, siekiant pasalinti postnatalinio vystymosi duomeny
iskraipyma dél skirtingos gestacijos laikotarpio trukmeés; taip pat reikéty uzradyti salygini jaunikliy atsivedimo
laikg. Tai ypa¢ svarbu, kai bandomoji cheminé medziaga veikia gestacijos trukme.

Palikuoniy parametrai

44.  Kiekviena vada tiriama kuo grei¢iau po atsivedimo (0 arba 1-3 laktacijos diena) norint nustatyti jaunikliy skai¢iy ir
lyti, negyvagimius, gyvagimius, tai, ar néra dideliy anomalijy (matomy iSoriniy anomalijy, jskaitant gomurio nesu-
augimg, ar néra poodiniy kraujosriivy, ar odos spalva arba tekstiira yra normali, ar néra bambagyslés, ar netriiksta
pieno, ar néra i§dziuvusio sekreto). Be to, atlickant pirmuosius klinikinius naujagimiy tyrimus reikéty kokybiskai
jvertinti kiino temperatiirg, aktyvumg, reakcijg i lietimg. 0 PND arba véliau rasti negyvi jaunikliai tiriami galimiems
defektams ir nugaiS$imo priezas¢iai nustatyti. Gyvi jaunikliai suskai¢iuojami ir atskirai pasveriami 0 PND
arba 1 PND, o véliau — reguliariai, pvz., 4, 7, 14, ir 21 PND. Klinikinius tyrimus, atlickamus pagal gyviiny amziy,
reikéty kartoti, kai palikuonys yra sveriami, arba dazniau, jeigu konkreciais atvejais palikuoniy atsivedimo metu
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buvo gauta specifiniy duomeny. Stebéjimai turi apimti iSorines anomalijas, odos, kailio, akiy, gleiviniy pokycius,
sekrecijy ir ekskrecijy daznj ir autonominj aktyvuma, bet neturi tuo apsiriboti. Taip pat turi bati registruojami
eisenos pokyciai, laikysena ir reakcija i elgesi su gyvinu, kloniniai ar toniniai judesiai, stereotipinis ar keistas
elgesys.

45.  Bent viena karta tarp 0 PND ir 4 PND kiekvienam jaunikliui reikéty pamatuoti anogenitalinj atstuma (angl. AGD).
Jauniklio kiino masés duomenis reikéty surinkti ta diena, kurig matuojamas anogenitalinis atstumas; paprastai
anogenitalinis atstumas turéty atitikti jauniklio dydj, geriausia, jei jo reik§mé biity lygi skai¢iui, gautam i§ kiino
masés skaiCiaus iStraukus kubing Saknj (12). 12 arba 13 PND reikéty tikrinti, ar vyriskos lyties jaunikliai turi
spenelius ir (arba) areoles.

46.  Visi pasirinkti F, gyvianai kasdien vertinami — tikrinama, ar patinéliy varpos galva ir apyvarpé neatsiskyré ir ar
pateliy makstis nesusiformavo iki numatytos $iy vertinamyjy baig€iy atsiradimo dienos, siekiant nustatyti, ar
lytinis brendimas néra ankstyvas. Reikéty pazyméti visas lyties organy anomalijas, pavyzdzZiui, itisinj maksties
kamstj, hipospadija arba nesuaugusig varpg. F, gyviiny lytinis subrendimas lyginamas su fiziniu i$sivystymu —
nustatoma, kokio amziaus yra gyviinas, kai atsiskiria patinéliy varpos galva ir apyvarpé, susiformuoja pateliy
makstis (13).

Galimo neurotoksiSkumo vystymuisi vertinimas (2A ir 2B kohortos)

47.  NeurotoksiSkumui jvertinti i§ kiekvienos dozes gaunancios grupés paimama po 10 2A kohortos patinéliy ir
pateliy ir po 10 2B kohortos patinéliy ir pateliy (kickvieng kohortg sudaro po 1 patinélj arba 1 patele i§ vados; i3
kiekvienos vados paimama bent po 1 jauniklj; atrenkama atsitiktine tvarka). Su 2A kohortos gyviinais atliekami
reakcijos j garsinius dirgiklius, funkciniy stebéjimy bandymy rinkinio bandymai, atlickamas motorinio aktyvumo
(zr. 48-50 punktus) ir neuropatologiniai vertinimai (Zr. 74-75 punktus). Reikéty stengtis uZtikrinti, kad bandymo
salygos kuo maziau skirtysi ir nebaty sistemiskai susietos su doziy davimu. Tarp kintamyjy, kurie gali paveikti
elgseng yra: garso lygis (pvz., nepertraukiamas triuk$mas), temperatiira, drégmé, ap3vietimas, kvapai, paros laikas,
aplinkos dirgikliai. Neurotoksiskumo tyrimy rezultatus reikéty aiSkinti atsiZvelgiant i atitinkamus ankstesnius
kontrolinius etaloninius intervalus. 2B kohortos gyviinus reikéty naudoti neuropatologiniam vertinimui
atlikti 21 PND arba 22 PND (Zr. 74-75 punktus).

48. Bandyma su garsiniais dirgikliais reikéty atlikti 24 PND (z 1 diena) su 2A kohortos gyviinais. Bandomosios ir
kontrolinés grupiy bandymo dieng reikéty suderinti. Kiekviena sesija sudaro 50 bandymy. Atlickant garsiniy
dirgikliy bandyma nustatomas kiekvieno bloko reakcijos, pazymétos per 10 bandymy (5 blokai po 10 bandymy),
amplitudés vidurkis, bandymo salygos optimizuojamos, kad biity sudaryta galimybé priprasti prie sesijos salygy.
Sios procediiros turéty atitikti bandymy metoda B.53 (35).

49.  Reikiamu laiku tarp 63 ir 75 PND su 2A kohortos gyvinais atlieckami funkciniy stebéjimy bandymy rinkinio
bandymai ir automatizuotas motorinio aktyvumo bandymas. Sios procediiros turéty atitikti bandymy
metodus B.43 (33) ir B.53 (35). Funkciniy stebéjimy bandymy rinkinj sudaro nuodugnus subjekto iSvaizdos,
elgesio ir funkcinio vientisumo apibiidinimas. Sie vertinimai atlickami gyviinus stebint narveliuose, kuriuose jie
laikomi nuolat, perkélus i standartiskai jrengta stebéjimo (atvira) vieta, kur gyviinai gali laisvai judéti, ir atliekant
manipuliacinius bandymus. Bandymai pradedami nuo maziausiai interaktyviy ir baigiami interaktyviausiais. Verti-
namy rodikliy sgrasas pateiktas 1 priedélyje. Visus gyvinus turéty atidZiai stebéti parengti ir gyviny statuso
bandyme neZinantys stebétojai, taikydami standartizuotas procediras, kad rezultaty skirtumai dél skirtingy stebé-
tojy bty kuo mazesni. Baty gerai, kad, jeigu imanoma, per vieng bandyma gyviinus vertinty tas pats stebétojas.
Jeigu tai nejmanoma, batina patikrinti, ar skirtingy stebétojy rezultatai yra patikimi. Kiekvieno elgesio parametro
bandymy rinkinio bandymuose turi biiti naudojamos praktiniame darbe nustatytos skalés ir vertinimo balais krite-
rijai. Jeigu galima, stebimoms vertinamosioms baigtims vertinti reikéty naudoti objektyvius kiekybinius matus,
tarp jy — subjektyvy skirstyma. Vertinant motorinj aktyvuma bandymai su kiekvienu gyvinu atliekami atskirai.
Bandymo sesija turéty trukti pakankamai ilgai, kad bty galima matyti, jog kontrolinés grupés gyvinai priprato
prie bandymo sesijos sglygy. Motorinis aktyvumas turéty biti stebimas naudojant automatinj aktyvumo fiksavimo
prietaisa, kuriuo turi bati galima nustatyti ir aktyvumo padidéjima, ir sumazéjima (t. y. pradiné prietaisu matuo-
jamo aktyvumo reik§mé neturéty bati labai maza — tokia, kad nebity galima nustatyti jo sumazéjimo, arba labai
didelé — tokia, kad nebaty galima nustatyti aktyvumo padidéjimo). Kiekviena prietaisg reikéty patikrinti pagal stan-
dartines procediras, siekiant, kiek jmanoma, uZztikrinti patikimg skirtingy prietaisy veikimg visomis dienomis.
Prietaisus bandomosioms grupéms reikéty paskirstyti kuo proporcingiau. Bandymy laikg bandomosioms grupéms
reikéty paskirstyti proporcingai, kad bty iSvengta rezultaty iskraipymo dél cirkadinio aktyvumo ritmo.

50. Jeigu i§ turimos informacijos matyti, kad reikia atlikti kitus funkcinius bandymus (pvz., jutiminiy, socialiniy,
kognityviniy funkcijy), $iuos bandymus reikéty jtraukti nepazeidziant kity per tyrimg atliekamy vertinimy vienti-
sumo. Jeigu Sie bandymai atlickami su tais paciais gyviinais, kurie buvo naudoti atliekant standartinius bandymus
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su garsiniais dirgikliais, funkciniy stebéjimy bandymy rinkinio ir motorinio aktyvumo bandymus, reikéty supla-
nuoti kitokius bandymus, kad kuo labiau sumazéty $iy bandymy rezultaty iSkraipymo rizika. Papildomi bandymai
gali bati ypa¢ naudingi, kai praktiniai stebéjimai, numatomas poveikis arba elgsenos mechanizmo/biido duomenys
atskleidzia specifinj neurotoksiskumo pobidi.

Galimo imunotoksiskumo vystymuisi vertinimas (3 kohorta)

51. 56 (¢ 3 dienos) PND i3 kickvienos bandomosios grupés po desimt 3 kohortos patinéliy ir pateliy (po 1 patinélj
arba 1 patele i§ vados; i§ kiekvienos vados bent po 1 jauniklj; atrinkty atsitiktine tvarka) panaudojami nuo T
lasteliy priklausomy antikiiny atsako analizei, t. y. pirminio IgM antikiiny atsako i nuo T lasteliy priklausomus
antigenus, pavyzdziui, aviy raudonuosius kraujo kiinelius (angl. Sheep Red Blood Cells (SRBC)) arba moliusky hemo-
cianing (angl. Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)), atsizvelgiant i vykdomas imunotoksiskumo bandymo procediras,
analizei (14) (15). Atsaka galima vertinti skaic¢iuojant specialias lasteliy ploksteles (angl. PFC) bluznyje arba nusta-
tant SRBC arba KLH budingus IgM antikiinus serume ELISA metodu tuo metu, kai atsakas yra stipriausias. Atsakas
dazniausiai biina stipriausias ketvirtg (atsakas pagal PFC metoda) arba penkta (ELISA) dieng po intraveninés imuni-
zacijos. Kai pirminis antikiiny atsakas yra tiriamas skaiciuojant lasteliy ploksteles, gyviiny pogrupius leidziama
vertinti skirtingomis dienomis, jeigu: gyviiny pogrupiai imunizuojami ir gyvinai numarinami taip, kad Igsteliy
plokstelés baty skai¢iuojamos tada, kai atsakas yra stipriausias; pogrupiuose turi biiti po vienodg vyriskos ir mote-
riskos lyties palikuoniy skai¢iy i§ visy dozés grupiy, jskaitant kontroling grupe; vertinami mazdaug tokio paties
postnatalinio amziaus pogrupiy gyviinai.Salytis su bandomaja chemine medziaga tesis tol, kol liks viena diena iki
bluznies paémimo PFC tyrimui arba serumo paémimo ELISA tyrimui.

Tolesnis galimo toksisSkumo dauginimuisi vertinimas (1B kohorta)

52. 1B kohortos gyvinus galima laikyti tyrimui ilgiau negu 90 PND ir, jei reikia, juos sukergti, kad bty gauta F, karta.
Tos pacios dozés grupés patinéliai ir patelés uzdaromi kartu (stengiantis nesuporuoti ty paciy tévy palikuoniy) ir
laikomi dvi savaites nuo 90 PND arba vélesnés dienos, bet ne véliau kaip nuo 120 PND. Procediira tokia pati,
kokia taikyta P gyviinams. Taciau, atsiZvelgiant i jrodomosios vertés analize, vadas gali pakakti numarinti 4 PND,
uzuot jas laikius iki nujunkymo ir ilgiau.

GALUTINIAI STEBEJIMAI

Klinikiné biochemija/hematologija

53.  Stebima, ar P gyviinams nepasireiskia sisteminis poveikis. Nutraukus bandyma, i§ nustatytos vietos paimami atsi-
tiktine tvarka atrinkty — po desimt i§ vienos dozés grupés — numarinty neserty P kartos vienos dozés grupés pati-
néliy ir pateliy kraujo méginiai; Sie méginiai saugomi reikiamomis salygomis, atliekami daliniai arba i$sams jy
hematologiniai, klinikiniai biocheminiai, T4 ir TSH tyrimai, kiti tyrimai pagal Zinoma bandomosios cheminés
medziagos poveikio pobadj (Zr. EBPO Rekomendacinj dokumenta Nr. 151 (40)). Turéty biti tiriami Sie hematolo-
giniai parametrai: hematokrito verté, hemoglobino koncentracija, eritrocity skaicius, bendras leukocity skai¢ius ir
leukocity formulé, trombocity skaicius ir kraujo kreséjimo laikas/geba. Plazmoje arba serume tiriama: gliukozé,
bendras cholesterolis, $lapalas, kreatininas, bendras baltymas ir albuminas, maziausiai du fermentai, rodantys
poveikj kepeny lasteléms (tokie kaip alaninaminotransferazé, aspartataminotransferazé, Sarminé fosfatazé, gama-
glutamiltranpeptidazé ir sorbitoldehidrogenazé). Tam tikromis aplinkybémis papildomi fermenty ir tulzies riigi¢iy
tyrimai gali suteikti naudingos informacijos. Be to, i§ visy gyviiny paimta kraujg galima saugoti, jei prireikty jo
analizés véliau, norint i$siaiskinti neaisky poveikj arba gauti duomeny apie salytj su medziaga organizmo viduje.
Jeigu P gyviiny antros kartos poruoti neketinama, kraujo méginiai paimami prie§ pat numarinimg arba numari-
nimo metu. Jeigu gyviinai paliekami, kraujo méginius reikéty paimti prie§ kelias dienas iki poravimo antra kartg.
Jeigu i§ turimy kartotiniy doziy bandymy duomeny matyti, kad bandomoji cheminé medZiaga to parametro
neveikia, prie§ bandyma nutraukiant reikéty atlikti Slapimo tyrimus, per kuriuos jvertinami $ie parametrai:
iSvaizda, tiiris, osmolialiskumas ar santykinis tankis, pH, baltymai, gliukozé, kraujas ar kraujo lastelés, lasteliy
liekanos. Slapimo méginius taip pat galima surinkti tam, kad biity galima stebéti, ar i ji pateko bandomoji
cheminé medziaga ir (arba) jos metabolitas (-ai).

54. Taip pat stebima, ar F, gyviinams nepasireiskia sisteminis poveikis. Nutraukus bandymg, i§ atsitiktine tvarka
atrinkty — po desimt i§ vienos dozés grupés — neSerty 1A kohortos patinéliy ir pateliy paimami kraujo méginiai;
Sie meéginiai saugomi reikiamomis sglygomis, atlickami standartiniai klinikiniai biocheminiai tyrimai, taip pat
vertinamas skydliaukés hormony lygis serume (T4 ir TSH), atliekamas hematologinis tyrimas (bendras leukocity
skaicius, leukocity formulé, eritrocity skaicius), tiriamas Slapimas.
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55. 4 PND atliekama nebereikalingy jaunikliy bendroji nekroskopija, matuojama skydliaukés hormono (T4) koncent-
racija serume. Jei reikia, vienos vados gimusiy jaunikliy (4 PND) kraujg galima tirti kartu, atlickant biocheminius/
skydliaukés hormony tyrimus. Taip pat paimama nujunkyty gyviny, kuriems 22 PND atliekama bendroji nekros-
kopija (j pogrupius neatrinkty F, gyviiny), kraujo T4 ir TSH analizei atlikti.

Spermos parametrai

56. Matuojami visy P kartos patinéliy spermos parametrai, iSskyrus tuos atvejus, kai turima duomeny, kad per
90 dieny tyrima spermos parametrai nebuvo paveikti. Reikéty patikrinti visy A1 kohortos patinéliy spermos para-
metrus.

57.  Nutraukus bandyma, uzraSoma visy P ir F, patinéliy (1A kohorta) séklidziy ir antséklidZiy masé. Bent viena
seklidé ir vienas antséklidis palickamas histopatologiniam tyrimui. Likes antséklidis panaudojamas antséklidzio
uodegoje esantiems spermos rezervams suskaiCiuoti (16) (17). Spermatozoidai i§ antséklidZio uodegos (arba
seklinio latako) surenkami taikant metodus, kuriais kuo maziau bty trukdoma jvertinti spermos judrumg ir
morfologija (18).

58.  Spermatozoidy judrumg galima vertinti i§ karto po numarinimo arba analize galima atlikti véliau. Vis judresniy
spermatozoidy procenting dalj galima nustatyti subjektyviai arba objektyviai pasitelkiant kompiutering judrumo
analiz¢ (19) (20) (21) (22) (23) (24). Vertinant spermos morfologija, spermos méginiai i§ antséklidZio uodegos
(arba séklinio latako) istiriami kaip fiksuoti preparatai bei skystoje terpéje (25) ir bent po 200 vieno méginio sper-
matozoidy suskirstomi i normalius (normali ir galvuté, ir jungiancioji dalis/uodegélé) ir nenormalius. Morfologinés
spermatozoidy anomalijos biity spermatozoidy sulipimas, izoliuotos galvutés ir deformuotos galvutés ir (arba)
uodegélés (26). Deformuotos arba didelés spermatozoidy galvutés gali bati spermos i§skyrimo defekty pozymis.

59.  Jeigu per nekroskopija spermos meéginiai uzsaldomi, tepinéliai fiksuojami ir spermos judrumo vaizdo analizé uZra-
Soma (27), vélesng analize galima atlikti tik su kontrolinés grupés arba dideles dozes gavusiais patinéliais. Taciau
jeigu pastebimas su dozés davimu susijes poveikis, reikéty jvertinti ir mazesniy doziy grupes.

Bendroji nekroskopija

60. Nutraukus bandyma arba darant bandymg anks¢iau nugaiSusiems P ir F, gyvinams atliekama nekroskopija ir
makroskopiskai patikrinamos visos struktiirinés anomalijos arba patologiniai pakitimai. Ypatingas démesys
skiriamas dauginimosi sistemos organams. Humaniskai numarinti gaiStantys jaunikliai ir nugai$¢ jaunikliai, jei
nemaceruoti, tiriami galimiems defektams ir nugai$imo priezas¢iai nustatyti, véliau uzkonservuojami.

61. Suaugusioms P ir F, pateléms yra tiriamas maksties tepinélis nekroskopijos dieng sickiant nustatyti rujos ciklo
etapa ir sulyginti su dauginimosi organy histopatologiniais duomenimis. Visy P (ir, jei reikia, F,) pateliy gimda yra
tiriama implantavimo viety buvimui ir skaiciui nustatyti, stengiantis nepakenkti histopatologiniam jvertinimui.

Organy masé ir audiniy konservavimas. P ir F, gyviinai

62.  Nutraukus bandyma, visy P ir F, suaugusiy gyviny i§ atitinkamy kohorty (kaip nurodyta toliau) kiino masg ir
toliau i§vardyty dar drégny organy mase po skrodimo reikia uzrasyti kuo skubiau, kad nespéty i§dziati. Organai
uzkonservuojami reikiamomis sglygomis. Jeigu nenurodyta kitaip, poriniai organai sveriami atskirai arba kartu,
nuosekliai laikantis tyrimga atliekancios laboratorijos jprastai tatkomos praktikos.

— Gimda (su kiausintakiais ir kakleliu), kiausidés.
— Séklidés, antséklidziai (visas organas ir uodega, i§ kur imti méginiai spermatozoidams skaiciuoti).

— Prostata (ir dorsolateraling, ir ventraliné skiltys kartu). Prostatos kompleksg iSpjauti reikéty labai atsargiai, sten-
giantis nepradurti skyscio pilny pisleliy. Jeigu doziy davimas paveiké bendra prostatos mase, dorsolateralinj ir
ventralinj segmentus po fiksavimo reikéty atsargiai atskirti ir atskirai pasverti.
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— Séklinés pislelés su koaguliacijos liaukomis ir jy skysciais (kaip vienas vienetas).

— Smegenys, kepenys, inkstai, $irdis, bluznis, uzkrii¢io liauka, hipofizé, skydliauké (po fiksavimo), antinks¢iy
liaukos ir Zinomi veikiami organai arba audiniai.

63. Be pirmiau i$vardyty organy, atitinkamomis salygomis konservuojami periferiniy nervy, raumeny, nugaros
smegeny, akiy ir regos nervo, skrandzio ir Zarnyno sistemos, $lapimo piislés, plaudiy, trachéjos (su skydliauke ir
prieskydine liauka), kauly ¢iulpy, séklinio latako (patinéliy), pieno liauky (patinéliy ir pateliy) ir maksties méginiai.

64.  Visi 1A kohortos gyviiny organai pasveriami ir uzkonservuojami histopatologiniam jvertinimui atlikti.

65. Prenataliniu ir postnataliniu laikotarpiais sukeltam imunotoksiniam poveikiui tirti i§ kiekvienos dozes gaunancios
grupés paimama po desimt 1A kohortos patinéliy ir pateliy (po 1 patinélj arba patele i§ vados, i§ kiekvienos vados
paimama bent po 1 jauniklj, atrinktg atsitiktine tvarka) ir nutraukus bandyma tiriami $ie dalykai:

— sveriami limfmazgiai, esantys arti saly¢io su chemine medZziaga vietos, ir nutol¢ (papildomai, nes visy
1A kohortos gyviiny antinks¢iy liaukos, uzkri¢io liauka, bluznis jau blina pasverti);

— bluznies limfocity subpopuliacijos analizé (CD4+ ir CD8+ T limfocitai, B limfocitai, lastelés — natdraliosios
zudikés) panaudojant vieng bluznies dalj, kita bluznies dalis konservuojama histopatologiniam jvertinimui.

Neimunizuoty (1A kohortos) gyviiny bluznies limfocity subpopuliacijy analizé parodys, ar salytis yra susijes su

,padéjéjy” (CD4+) arba citotoksiniy (CD8+) uzkricio liaukos isskirty limfocity arba lgsteliy — nataraliyjy zudikiy
pasiskirstymo pokyciais (sparcia reakcija j neoplastines lgsteles ir patogenus) esant imunologiskai stabiliai bisenai.

66. I§ 1B kohortos gyviiny sveriami ie organai ir paruosiami $iy atitinkamy audiniy blokai:

— makstis (nesverta);

— gimda su kakleliu;

— kiausidés

— séklidés (bent viena);

— antséklidZiai;

— séklinés paslelés ir koaguliacijos liaukos;

— prostata;

— hipofizé;

— nustatyti tiksliniai organai.

1B kohortos gyviiny histopatologinj jvertinima reikéty atlikti, jeigu 1A kohortos gyviiny tyrimo rezultatai yra

nevienareik§miai, arba tais atvejais, kai kyla jtarimy, kad medziaga gali bati toksiska dauginimosi arba endokri-
ninei sistemoms.

67. 2A ir 2B kohortos: neurotoksiskumo vystymuisi bandymai (21 arba 22 PND ir suaugusiy palikuoniy).
2A kohortos gyviinai numarinami po elgsenos bandymo, galvos smegeny masé uZraSoma, atlieckama i§sami
neurohistopatologija neurotoksiskumui jvertinti. 2B kohortos gyviinai numarinami 21 arba 22 PND, galvos
smegeny masé uZraSoma, atlickamas i§samus mikroskopinis galvos smegeny tyrimas neurotoksiskumui jvertinti.
Perfuziné fiksacija yra reikalaujama 2A kohortos gyviinams, bet neprivaloma 2B kohortos gyviinams, kaip numa-
tyta pagal B.53 metoda (35).

Organy masé ir audiniy konservavimas. F, nujunkyti gyviinai

68. [ kohortas neatrinkti jaunikliai, taip pat silpniausi jaunikliai po nujunkymo, 22 PND, yra numarinami, nebent i§
gauty rezultaty paaiskéja, kad reikia toliau tirti gyvus gyviinus. Atliekama numarinty jaunikliy bendroji nekrosko-
pija, taip pat jvertinami jy dauginimosi organai, kaip aptarta 62 ir 63 punktuose.lki 10 kiekvienos lyties i§ kiek-
vienos grupés gyviny, priklausanciy kuo jvairesnéms vadoms, galvos smegenys, bluznys ir uzkrii¢io liaukos turéty
biti pasveriamos ir laikomos reikiamomis salygomis. Be to, $iy patinéliy ir pateliy jaunikliy pieno liauky audinius
reikéty uzkonservuoti tolesnei mikroskopinei analizei () (Zr. EBPO Rekomendacinj dokumentg Nr. 151 (40)).
Didelés anomalijos ir paveikti audiniai saugomi tam atvejui, jei prireikty atlikti jy histopatologinj tyrima.

() Tyrimai parod¢, kad kraity liaukos, ypa¢ kriity vystymasis ankstyvuoju gyvenimo laikotarpiu, yra jautri estrogeninio poveikio vertinamoji
baigtis. Tvirtinant tinkamuma j bandymy metodg rekomenduota jtraukti abiejy ly¢iy jaunikliy pieno liauky vertinamasias baigtis.
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Histopatologija. P gyviinai

69. Daromi i$samds histopatologiniai visy P gyviiny, priklausanciy kontrolinéms ir didelés dozés grupéms, organy,
iSvardyty 62 ir 63 punktuose, tyrimai. Dar tirlami maZesniy doziy grupiy gyviny organai, kuriems pasireiskia su
doziy davimu siejami pakitimai, kad bty lengviau nustatyti NOAEL. Be to, daromas histopatologinis visy gyviiny,
kuriems jtariamas sumazéjes vaisingumas, pvz., kurie negaléjo susiporuoti, pastoti, bati reproduktoriumi arba atsi-
vesti sveiky palikuoniy arba kuriy rujos ciklas arba spermatozoidy skaiius, judrumas arba morfologija buvo
paveikti, dauginimosi organy jvertinimas.

Histopatologija. F, gyviinai

1 kohortos gyviinai

70.  Daromi i§samis histopatologiniai visy 1A kohortos gyviny, priklausanciy kontrolinéms ir didelés dozés grupéms,
organy, iSvardyty 62 ir 63 punktuose, tyrimai. I kiekvienos vados reikéty paimti bent po vieng kiekvienos lyties
jaunikli. Dar turéty bati tiriami maZesniy doziy grupiy gyviny organai ir audiniai, kuriems pasireiskia su doziy
davimu siejami pakitimai, ir visi dideli pazZeidimai, kad bty lengviau nustatyti NOAEL. Vertinant prenataliniu ir
postnataliniu laikotarpiais limfoidiniams organams sukeltgy poveikj, reikéty atlikti 1A kohortos 10 patinéliy
ir 10 pateliy limfmazgiy ir kauly Ciulpy histopatologinj ivertinima, 3alia visiems 1A kohortos gyviinams jau
atlikto histopatologinio uzkriicio liaukos, bluznies, antinks¢iy liauky jvertinimo.

71.  Jeigu jtariama, kad medZiaga gali bati toksiska dauginimosi arba endokrininei sistemai, atlickamas visy
1B kohortos gyviiny dauginimosi ir endokrininiy audiniy, paruosty 66 punkte nurodytais blokais, histopatolo-
ginis tyrimas. 1B kohortos gyviiny histopatologinis tyrimas atliekamas ir tada, kai 1A kohortos tyrimo rezultatai
yra nevienareik$miai.

72.  Suaugusiy pateliy kiausidése turéty bati pirmapradziy ir auganciy folikuly, geltonkiiniy; todél atliekant histopato-
loginj tyrima reikéty stengtis F, pateliy pirmapradzius ir mazus augancius folikulus bei geltonkdinius jvertinti
kiekybiskai; gyviiny skaicius, kiauSidZiy pjavio pasirinkimas ir pjivio meéginiy dydis turéty statistiskai atitikti
taikoma jvertinimo metodikg. Folikulus galima skaiCiuoti pirmiausia imant kontrolinés ir didelés dozés grupiy
gyvinus, ir jeigu juos tiriant pastebimas neigiamas poveikis, tada istirti maZesnes dozes gavusius gyvinus. Tyrima
sudaro pirminiy folikuly skai¢iavimas, taip pat galima skaiCiuoti ir mazus augancius folikulus, kad bity galima
palyginti paveiktas ir kontrolines kiausides (zr. EBPO Rekomendacinj dokumentg Nr. 151 (40)). Geltonkanio verti-
nimg reikéty atlikti lygiagreciai rujos cikliskumo bandymui, kad vertinant bity galima atsizvelgti i rujos ciklo
etapg. Kiausintakis, gimda ir makstis tiriami tikrinant atitinkamus organams badingus vystymosi pozymius.

73. I§samus séklidziy histopatologinis tyrimas atliekamas visiems F, patinéliams siekiant nustatyti su doziy davimu
susijusj poveikj séklidZiy poky¢iams ir vystymuisi bei spermatogenezei (38). Jeigu jmanoma, reikéty istirti séklidés
kanaléliy pjavius. Antséklidziy galvuté, kiinas ir uodega bei sékliniai latakai tiriami tikrinant atitinkamus organams
budingus vystymosi pozymius ir reikalingus P patinéliy parametrus.

2 kohortos gyviinai

74.  Neurohistopatologinis tyrimas atlickamas visiems didelés dozés grupés ir kontrolinés grupés 2A kohortos gyvii-
nams pagal lytj, uzbaigus neurobihevioristini bandyma (po 75 PND, bet ne véliau kaip 90 PND). Smegeny histo-
patologinis tyrimas atliekamas visiems didelés dozés ir kontrolinés grupés 2B kohortos gyviinams pagal lytis 21
arba 22 PND. Dar tiriami mazesnés ir vidutinés dozés grupiy gyviiny organai ir audiniai, kuriems pasireiskia su
bandomaja medzZiaga siejami pakitimai, kad bty lengviau nustatyti NOAEL. 2A ir 2B kohorty gyviiny smegenys
tiriami jvairiais pjaviais, kad bty galima iStirti uoslés svoginélius, smegeny Zieve, hipokampa, bazalinius
ganglijus, gumbura, pogumburj, vidurines smegenis (keturkalnj, smegeny dangt ir smegeny kojytes), smegeny
kamieng ir smegenéles. Tik 2A kohortos gyviinams atliekami akiy (tinklainés ir regos nervo), periferinio nervo,
raumeny ir stuburo smegeny méginiy tyrimai. Visos neurohistologinés procediiros turéty atitikti bandymy
metodg B.53 (35).

75.  Morfometrinius (kiekybinius) vertinimus reikéty atlikti imant reprezentatyvias smegeny sritis (kruopsciai pagal
mikroskopinius parametrus pasirinktus homologinius pjavius), | juos galima jtraukti tiesinius ir (arba) zoninius
konkre¢iy smegeny sriciy matavimus. Kiekvienam parametro (lygiui) istirti reikéty imi bent tris pjavius i§ eilés,
kad bty galima pasirinkti vienalytiskiausia ir reprezentatyviausig konkrecios vertintinos smegeny srities pjivi.
Neuropatologas turéty atitinkamai jvertinti, ar matavimams parengti pjaviai yra vienalytiski, palyginti su kitais to
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paties méginio pjaviais, ir ar juos galima jtraukti j tyrima, nes visy pirma tiesiniai matavimai gali pakisti uz paly-
ginti trumpo atstumo (28). Nevienalytisky pjiviy nereikéty naudoti. Nors tikslas yra j imtj itraukti visus tam
tikslui paskirtus gyvinus (po 10 kiekvienos lyties ir dozés lygmens), tinka ir maZesnis gyviny skaicius. Taciau
imtis, sudaryta i§ maZziau negu 6 kickvienos lyties ir dozés lygmens gyviiny, pagal §j bandymy metoda daZniausiai
bus laikoma nepakankama. Stereologija galima naudoti, kai norima nustatyti su dozés davimu susijusi poveikj
tokiems parametrams kaip konkreciy neuroanatominiy sriciy dydis ar lasteliy skaicius. Visi audiniy méginiy
paruosimo aspektai nuo audiniy fiksacijos iki audiniy méginiy i§pjovimo, audiniy paruosimo ir objektiniy stikleliy
dazymo turéty biti tarpusavyje taip suderinti, kad kiekvienoje partijoje biity reprezentatyviy méginiy i§ kiekvienos
dozés grupés. Jei reikia atlikti morfometring arba stereologine analize, visais dozés lygmenimis paimti galvos
smegeny audiniai turéty bati jlieti | tinkamg terpg¢ tuo paciu metu, siekiant i§vengti susitraukimo artefakty, kurie
gali bati susije su pernelyg ilgu laikymu fiksatyve.

ATASKAITA

Duomenys

76.  Duomenys turéty bati pateikiami atskirai ir apibendrinami lentelése. Jei reikia, apie kiekvieng bandymo grupe ir
apie kiekvieng kartg turéty bati pateikiami Sie duomenys: gyviiny skaicius bandymo pradzioje, per bandyma rasty
nugaiSusiy arba dél humanisky priezas¢iy numarinty gyviiny skaicius, nugaisimo dél bet kurios prieZasties ir
humanisko numarinimo laikas, vaisingy gyviiny skaicius, vaikingy pateliy skaicius, vada atsivedusiy pateliy skai-
Cius, gyviny, kuriems pasireiské toksiskumo pozymiai, skaicius. Ataskaitoje taip pat reikéty pateikti toksiskumo
apibiidinimg, jskaitant pasireiskimo pradzia, trukme ir sunkumga. PoZymiai turi biti registruojami Zymint jy
pradzig, tipg, sunkumo laipsnj ir trukmeg.

77.  SkaiCiais iSreiksti rezultatai turéty biiti apdoroti tinkamu ir priimtinu statistiniu metodu. Statistinius metodus
reikéty pasirinkti rengiant bandymo modelj, pagal juos turéty bati tinkamai tvarkomi nenormalieji duomenys
(pvz., skai¢iavimo duomenys), cenziiruotieji duomenys (pvz., riboto stebéjimo laiko), ne nepriklausomi duomenys
(pvz., poveikis vadai ir kartojami matavimai), nevienoda sklaida. Apibendrintieji tiesiniai misriis modeliai ir dozés
bei atsako tarpusavio rysio modeliai apima placig analitiniy priemoniy, kurias gali bati tikslinga taikyti pagal §
bandymy metodg surinktiems duomenims, klase. Ataskaitoje turéty bati pakankamas kiekis informacijos apie
analizés metoda ir taikyta kompiuterio programa, kad nepriklausomas ekspertas ar statistikos specialistas galéty
jvertinti/i§ naujo jvertinti analizés eiga.

Rezultaty jvertinimas

78.  Sio toksiskumo bandymo duomenys jvertinami atsizvelgiant i pastebéta poveiki, jskaitant nekroskopija ir mikro-
skopinio tyrimo rezultatus. Vertinant, be kity dalyky, vertinamas rySys tarp dozés ir anomalijy, jskaitant didelius
pazeidimus, atsiradimo, daZnumo ir sunkumo arba to ry$io nebuvimas. Veikiami organai, vaisingumas, klinikinés
anomalijos, dauginimosi ir vados rodikliai, kino masés pokyciai, gai§tamumas ir kitoks toksiskas poveikis ir
poveikis vystymuisi taip pat turéty biti vertinami. Ypa¢ daug démesio reikéty skirti konkreciai ly¢iai pasireisku-
siems pokyc¢iams. [vertinant rezultatus reikia atsizvelgti | bandomosios cheminés medziagos fizikines ir chemines
savybes ir toksikokinetinius duomenis, jskaitant perdavima per placentg ir i$skyrima j piena, jei tokiy duomeny
turima.

Bandymo ataskaita

79.  Bandymo ataskaitg turéty sudaryti $i per bandyma su P, (jei reikia) su F, ir F, gyviinais gauta informacija:

Bandomoji cheminé medZiaga:

— visa svarbi turima informacija apie cheming medziaga, toksikokinetines ir toksikodinamines bandomosios
cheminés medziagos savybes;

— tapatumo duomenys;

— grynumas.

Negiklis (jei naudojamas):

— nesiklio pasirinkimo pagrindimas, jei nesiklis ne vanduo.
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Bandomieji gyviinai:

— naudota rasis/veislé;

— gyviny skaicius, amzius ir lytis;

— Saltinis, laikymo salygos, pasaras, kraiko medziagos ir t. t.;

— kiekvieno gyviino kiino masé bandymo pradzioje;

— P pateliy maksties tepinéliy duomenys prie§ doziy davimo pradzia (jeigu tuo metu duomenys renkami);

— P kartos gyviny poravimo duomenys, nurodant patinélius ir pateles, su kuriomis jie poruoti, poravimo
sekmé;

— duomenys apie vadas, kurioms priklauso F, kartos gyviinai.

Bandymo sglygos:
— pagrindiné priezastis, nulémusi dozés dydzio pasirinkima;

— i8sami informacija apie bandomosios cheminés medziagos preparato ruodimg arba jos déjimg j pasara, gautos
koncentracijos vertés;

— preparato stabilumas ir vienalytiSkumas nesiklyje arba priede (pvz., paSaruose, geriamajame vandenyje), krau-
jyje ir (arba) piene naudojimo ir laikymo tarp doziy davimo sglygomis;

— i$sami informacija apie bandomosios cheminés medziagos davimo buda;

— bandomosios cheminés medziagos koncentracijos paSare ar geriamajame vandenyje (ppm) perskaic¢iavimas j
tikraja doze (mg/kg kiino masés per parg), jei tinka;

— i8sami informacija apie pasaro ir vandens kokybe (jskaitant pasaro sudétj, jei turima duomeny);
— iSsamus atsitiktinés atrankos, taikomos jaunikliams brokuoti ir suskirstyti { bandymo grupes, aprasas;
— aplinkos salygos;

— tyrimo grupés nariy sgrasas, jskaitant profesinj parengima.

Rezultatai (suvestiniai duomenys ir duomenys apie kiekvieng gyviing pagal lytj ir dozg):

— pasaro suvartojimas ir, jei matuojamas, vandens suvartojimas, pasaro efektyvumas (kiino masés padidéjimas
vienam suvartoto pasaro gramui, i§skyrus tg laika, kai gyvinai laikomi kartu, ir i§skyrus laktacijos laikotarpi),
P ir F, gyviinams nurodomas suvartotos bandomosios cheminés medziagos kiekis (kai duodama su pasaru/
geriamuoju vandeniu);

— absorbcijos duomenys (jei yra);

— P gyviiny kiino masé;

— atrinkty F, gyviiny kiino masés po atjunkymo duomenys;

— nugai$imo darant bandymg laikas arba informacija, kad gyviinai i§gyveno iki bandymo nutraukimo;
— klinikiniy poZymiy tipas, sunkumas ir trukmé (grjztami ar negriZtami),

— kraujo, $lapimo ir klinikiniy cheminiy tyrimy duomenys, jskaitant TSH ir T4;

— bluznies lgsteliy (T, B, nattiraliyjy Zudikiy) fenotipiné analizé;

— kauly ¢iulpy akytumas;

— duomenys apie atsakg j toksiskuma;

— Pir F, pateliy, kuriy rujos ciklas yra normalus arba nenormalus, skai¢ius ir ciklo trukmé;

— laikas iki susiporavimo (prekoitalinis intervalas, dieny skai¢ius nuo uzdarymo poromis iki susiporavimo);

— toksinis ir kitoks poveikis dauginimuisi, taip pat gyviiny, kurie sékmingai susiporavo, buvo vaikingi, atsivedé ir
zindé palikuonis, pateles apvaisinusiy patinéliy, pateliy, kurioms pasireiské distocija/kuriy jaunikliy atsivedimo
procesas truko ilgiau arba buvo sunkus, skaicius ir procentiné dalis;

— gestacijos ir, jei turima duomeny, jaunikliy atsivedimo proceso trukmé;

— implantacijy skaicius, vados dydis ir vyriskos lyties jaunikliy procentiné dalis;
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— poimplantaciniy nuostoliy atvejy, gyvagimiy ir negyvagimiy skai¢ius ir procentiné dalis;

— vados masés ir jaunikliy masés duomenys (patinéliy ir pateliy duomenys pateikiami kartu), silpniausiy
jaunikliy, jei jy nustatoma, skaicius;

— jaunikliy su akivaizdziai matomomis anomalijomis skaicius;

— toksinis arba kito tipo poveikis palikuonims, postnataliniam augimui, gyvybingumui ir t. t;

— duomenys apie fizinius jaunikliy parametrus ir kiti postnatalinio vystymosi duomenys;

— duomenys apie F, gyviiny lytinj subrendimg;

— jaunikliy ir suaugusiy gyviny funkciniy stebéjimy duomenys, kai tinka,

— P ir suaugusiy F, gyviiny kiino masé numarinant ir absoliucios bei santykinés organy masés duomenys;

— nekroskopijos duomenys;

— iSsamus visy histopatologiniy rezultaty apra§ymas;

— P ir F, patinéliams - suminis spermatozoidy antséklidzio uodegoje skaiius, vis judresniy spermatozoidy
procentiné dalis, morfologiskai normaliy spermatozoidy procentiné dalis ir spermatozoidy su kiekviena identi-
fikuota anomalija procentiné dalis;

— Pir F, pateliy kiausidése esanciy folikuly skaicius ir subrendimo etapas, jei reikia;

— geltonkiiniy F, pateliy kiausidése skaicius;

— statistinis rezultaty apdorojimas, jei daromas.

2 kohortos parametrai:

— i§samus stebéjimy ir metodikos standartizavimo procediiry aprasas ir taikytos apibréztys stebéjimy rezulta-
tams jvertinti balais;

— taikyty bandymo procediiry sarasas ir jy taikymo pagrindimas;

— duomenys apie taikytas elgsenos/funkciniy, neuropatologiniy ir morfometriniy bandymy procediiras, taip pat
informacija ir i§samiis duomenys apie automatizuotus prietaisus;

— prietaisy kalibravimo procediiros ir procediros, skirtos uztikrinti, kad prietaisy parodymai biity lygiaverciai ir
kad bandymo procediros biity proporcingai taikomos dozes gaunancioms grupéms;

— glaustas pagrindimas paaiskinant sprendimus, kuriuos priimant remtasi profesionaliu vertinimu;

— i$samus nustatyty elgsenos, funkciniy, neuropatologiniy ir neurocheminiy poZymiy apraSas pagal lytj ir dozés
grupe, iskaitant padidéjima ir sumazéjima dél kontrolés;

— smegeny maseé;

— visos diagnozés pagal neurologinius poZymius ir paZeidimus, jskaitant natdraliai atsirandancias ligas arba
biisenas;

— pozZymiy pavyzdZiy nuotraukos;
— mazo padidinimo mikroskopinés nuotraukos morfometrijai naudoty pjiaviy homologijai jvertinti;

— statistinis rezultaty apdorojimas, jskaitant duomenims ir rezultatams, nepaisant to, ar jie buvo reikmingi, ar
ne, analizuoti taikytus statistinius modelius;

— tai, kiek visas kitas toksinis poveikis turéjo jtakos i§vadai dél bandomosios cheminés medziagos galimo neuro-
toksiskumo, pagal lytj ir dozés grupe;

— tai, kiek toksikokinetiniai duomenys turéjo jtakos isvadai;

— duomenys, kuriais pagrindziamas bandymy metodo patikimumas ir jautrumas (t. y. teigiami ir ankstesni kont-
roliniai duomenys);

— neuropatologinio ir funkcinio poveikio rysys, jei yra;
— NOAEL arba etaloniné dozé motininéms pateléms ir jaunikliams pagal Iytj ir grupe;

— bendras duomeny aiskinimas remiantis gautais rezultatais, jskaitant i§vadg, ar cheminé medziaga sukélé neuro-
toksiska poveikj vystymuisi, ir NOAEL.
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3 kohortos parametrai:

— IgM antikiiny serume titrai (jautrinimas SRBC ir KLH), bluZnies IgM PFC vienetai (jautrinimas SRBC);

— laboratorija, kuri pirma kartg rengiasi atlikti analize, per optimizavimo procediirg (visos laboratorijos perio-
diskai (pvz., kasmet)) turéty patvirtinti TDAR metodo rezultatyvumag;

— bendras duomeny aiskinimas remiantis gautais rezultatais, jskaitant i§vada, ar cheminé medZiaga sukélé
imunotoksinj poveikj vystymuisi, ir NOAEL.

Rezultaty aptarimas.

Ivados, jskaitant téviniams gyviinams ir palikuonims gautas NOAEL vertes.

Reikéty pateikti visg informacija, kuri buvo gauta ne per bandyma, bet yra naudinga aiskinant rezultatus (pvz.,
poveikio panaSumas j kurios nors zinomos neurotoksiskos medziagos poveiki).

Rezultaty aiskinimas

80. I3pléstinis toksiskumo vienos kartos dauginimuisi bandymas suteiks informacijos apie kartotinio cheminés
medziagos naudojimo poveikj visais reikiamais dauginimosi ciklo tarpsniais. Pirmiausia bandymas suteikia infor-
macijos apie dauginimosi sistemg ir palikuoniy iki 90 PND amziaus vystymosi, augimo, i§gyvenimo ir funkcines
vertinamgasias baigtis.

81.  Aiskinant bandymo rezultatus reikéty atsizvelgti i visg turimg informacija apie cheming medziaga, jskaitant fizi-
kines ir chemines savybes, TK ir toksikodinamines savybes, turima svarbia informacijg apie struktariskai analo-
giskas medziagas, anksciau atlikty toksiskumo tyrimy su bandomgja chemine medziaga rezultatus (pvz., Gmaus
toksiskumo, toksiskumo po pakartotinio suvartojimo, mechanistiniy tyrimy ir tyrimy, per kuriuos vertinta, ar
vertinant in vitro/in vivo metabolines savybes tarp gyviny risiy yra reik§mingy kokybiniy ir kiekybiniy skirtumy).
Bendrosios nekroskopijos ir organy masés rezultatai jvertinami atsizvelgiant j stebéjimus kity kartotinés dozés
bandymy metu, jei imanoma. Vertinant palikuoniy augimo sumazéjima galima vertinti, ar bandomosios cheminés
medziagos poveikis pieno sudéciai turéjo tam jtakos (29).

2 kohorta (Neurotoksiskumas vystymuisi)

82.  Neurobihevioristinius ir neuropatologinius rezultatus reikéty aiskinti atsizvelgiant i visus duomenis, laikantis
duomeny jrodomosios vertés principo ir remiantis eksperty vertinimu. Reikéty aptarti elgsenos arba morfologiniy
duomeny, jei tokiy gauta, pavyzdzius, taip pat duomenis apie atsaka j dozes. ] §j apibidinimg reikéty jtraukti
neurotoksiskumo vystymuisi, jskaitant Zmoniy epidemiologinius tyrimus arba byly ataskaitas, bandymy su bando-
maisiais gyviinais duomenis (pvz., toksikokinetinius duomenis, informacija apie struktiirg ir aktyvumg, kity toksis-
kumo tyrimy duomenis). Vertinant duomenis reikéty aptarti ir biologinj, ir statistinj reik§minguma. Be kity
dalyky, taip pat reikéty jvertinti neuropatologiniy ir elgsenos pakitimy tarpusavio rysi, jei jis pastebétas. Informa-
cijos, kuri padéty aiskinti neurotoksiSkumo vystymuisi rezultatus, galima rasti Bandymy metode B.53 (35)
ir Tyl et al., 2008 (31).

3 kohorta (Imunotoksiskumas vystymuisi)

83. Imuninés funkcijos slopinima arba aktyvinima, nustatomg pagal TDAR (nuo T lasteliy priklausomy antikiiny
atsaka), reikéty jvertinti atsizvelgiant  visy atlikty stebéjimy rezultatus. TDAR rezultaty reik§mingumg gali patvir-
tinti kiti imunologiniu poZidriu susije¢ rodikliai (pvz., kauly ¢iulpy akytumas, limfoidiniy audiniy masé ir histopa-
tologija, limfocity subpopuliacijos pasiskirstymas). TDAR nustatytas poveikis gali biti ne toks reik§mingas, jeigu
kiti toksiskumo aspektai stebéti esant mazesnei sglycio koncentracijai.

84. EBPO Rekomendaciniame dokumente Nr. 43 pateikiama informacija, padésianti aiskinti dauginimosi ir neurotok-
siskumo rezultatus (26).
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1 priedélis

Per funkcinio stebéjimo bandymy rinkinio bandymus matuojami ir stebimi rodikliai (2A kohorta)

Nuolatinio laikymo narvelis ir atvira vieta Manipuliaciniai Fiziologiniai
Laikysena I$émimo lengvumas Temperatiira
Nevalingi kloniniai ir toniniai judesiai | Manipuliavimo gyviinu lengvumas Kiino masé
Akies voky uzkritimas Raumens tonusas Vyzdzio reakcija
Plauky pasiausimas Reakcija | prisiartinima Vyzdzio dydis
Seiléjimasis Reakcija  prisilietimg
ASarojimas Reakcija | garsa
Vokalizacija Reakcija j uodegos suspaudima
Vaik$¢iojimas atbulomis Reakcija issitiesiant
Eisenos anomalijos Kreivai statoma péda
Budrumas Priekinés galtinés grybsnio jéga
Stereotipinis elgesys Uzpakalinés galtinés grybsnio jéga
Keistas elgesys
Démés
Kvépavimo anomalijos
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2 priedélis

SAVOKOS
Cheminé medZziaga: medZiaga arba miSinys.

Bandomoji cheminé medZiaga: bet kuri pagal § bandymy metodg bandoma medziaga arba misinys.
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B.57. H295R STEROIDOGENEZES ANALIZE

[VADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO Test Guideline (TG) 456 (2011). 1998 m. EBPO iniciatyva pradéta labai svarbi
veikla, kurios tikslas — patikslinti esamas ir parengti naujas galimy endokrining sistemg ardanc¢iy cheminiy
medziagy atrankos ir bandymo gaires. 2002 m. EBPO konceptuali endokrining sistema ardanciy cheminiy
medziagy bandymo ir vertinimo sistema yra penkiy lygmeny, kuriy kiekvienas atitinka skirtinga biologinio sudé-
tingumo lygj (1). Atliekant Sio bandymo metodo aprasyme apibidinama in vitro H295R steroidogenezés analize,
naudojama antinksciy Zievés karcinomos paZeisty Zmogaus lasteliy linija (NCI-H295R lgstelés), ir tai yra 2 lygmens
(in vitro analizés mechanistiniams duomenims surinkti) analizé, kuri atlickama cheminiy medZiagy atrankos ir
vertinimo pirmenybés nustatymo tikslais. Si analizé, kaip cheminés medziagos poveikio steroidogenezei, biitent
17B-estradiolio (E2) ir testosterono gamybai, patikrinimo baidas, buvo kuriama ir standartizuojama keliais etapais.
H295R analizé buvo optimizuota ir jos tinkamumas — patvirtintas (2) (3) (4) (5).

2. H295R steroidogenezés analizés tikslas — nustatyti chemines medziagas, kurios veikia E2 ir testosterono gamybag.
H295R analize numatyta naudoti siekiant nustatyti ksenobiotikus, kuriy taikinys (-iai) — endogeniniai kompo-
nentai, lemiantys lasteliy viduje vykstanciy biocheminiy reakcijy seka, kuri prasideda cholesterolio reakcijy seka ir
baigiasi E2 ir (arba) testosterono gamyba. H295R analizé néra skirta cheminiy medziagy, kurios steroidogeneze
veikia dél savo poveikio pogumburio-hipofizés-gonady (PHG) asiai, nustatymui. Sios analizés tikslas — atsakyti, ar
cheminé medziaga gali indukuoti arba slopinti testosterono ir E2 gamyba, ar ne; taciau kai kuriais atvejais (zr. 53
ir 54 punktus) galima gauti kiekybinius rezultatus. Analizés rezultatai iSreiskiami santykiniais hormony gamybos
poky¢iais, palyginti su kontroliniais tirpikliais. Sia analize nesiekiama gauti konkrecios mechanistinés informacijos
apie bandomosios cheminés medziagos sgveika su endokrinine sistema. Naudojant lgsteliy linijg, buvo atlikti
moksliniai tyrimai siekiant nustatyti konkreciy fermenty ir tarpiniy hormony, kaip antai progesterono, poveikj

2).

3. Sio bandymo metodo aprasyme vartojamy sgvoky ir santrumpy apibréztys pateiktos priedélyje. Issamus proto-
kolas, jskaitant tirpaly ruodimo, lgsteliy auginimo instrukcijas ir nurodymus dél jvairiy $io bandymo eigos
aspekty, pateikiamas EBPO parengto dokumento Multi-Laboratory Validation of the H295R Steroidogenesis Assay to
Identify Modulators of Testosterone and Estradiol Production (4) (Testosterono ir estradiolio gamybos moduliatoriams
nustatyti atliekamos H295R steroidogenezés analizés tinkamumo patvirtinimas keliose laboratorijose) I-III priedé-
liuose.

PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

4. Lytiniy steroidiniy hormony biosintezéje dalyvauja penki skirtingi fermentai, kurie katalizuoja 3esias skirtingas
reakcijas. Prie citochromo P450 (CYP) grupés priskiriamo cholesterolio $oninés grandinés skalumo fermento
(CYP11A) sukeliamas cholesterolio virsmas | pregnenolong yra pirmasis biocheminiy reakecijy sekos, kuri baigiasi
galutiniy produkty steroidy sinteze, etapas. Atsizvelgiant i kity dviejy reakcijy eilés tvarka, steroidogenezés reak-
cijy seka skyla i dvi reakcijy trajektorijas — A>-hidroksisteroidy reakcijy seka ir A*-ketosteroidy reakcijy seka, kurios
susieina androstenediono gamybos etape (1 paveikslas).

5. 17B-hidroksisteroid-dehidrogenazés (17f-HSD) veikiamas androstenedionas virsta j testosterong. Testosteronas yra
ir tarpinis junginys, ir hormonas galutinis produktas. Vyriskos lyties gyviiny organizme testosteronas, veikiamas
5a-reduktazés, kurios galima rasti androgeninio poveikio tiksliniy audiniy, kaip antai prostatos ir sékliniy pasleliy
audiniy lasteliy membranose, branduolio apvalkale ir endoplazminiame tinkle, gali virsti dihidrotestosteronu
(DHT). DHT androgeninis poveikis gerokai stipresnis uZ testosterono, ir jis taip pat laikomas hormonu galutiniu
produktu. H295R analizé nesuteikia galimybés nustatyti DHT koncentracijos (Zr. 10 punkta).

6.  Fermentas, kuris dalyvauja steroidogenezés reakcijy sekoje ir pavercia androgenines chemines medZiagas estroge-
ninémis, yra aromatazé (CYP19). CYP19 pavercia testosterong 17f-oestradioliu, o androstenediong — estronu.
E2 ir testosteronas laikomi hormonais steroidogenezés reakcijy sekos galutiniais produktais.

7. Skirtingy rasiy gyviny organizmuose CYP17, kaip liazés, poveikio tarpiniams substratams specifiskumas skiriasi.
Zmogaus organizme Sis fermentas teikia pirmenybe AS-hidroksisteroidy reakcijy sekos substratams (pregneno-
lonui), o Ziurkés — A*-ketosteroidy reakcijy sekos substratams (progesteronui) (19). Tokiais CYP17, kaip liazés,
poveikio skirtumais galima paaiskinti kai kuriuos nuo gyvino rasies priklausomus reakcijos | chemines
medziagas, kurios in vivo kei¢ia steroidogeneze, skirtumus (6). Tyrimais nustatyta, kad H295 lastelés tiksliausiai
atspindi suaugusio Zmogaus antinksciy fermenty ekspresijos ir steroidy gamybos ypatumus (20), taciau Zinoma,
kad Sios lastelés ekspresuoja ir A’-hidroksisteroidy, ir A*-ketosteroidy reakcijy sekose, kurios baigiasi androgeny
sinteze, dalyvaujancius fermentus(7) (11) (13) (15).
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1 paveikslas

Steroidogenezés reakcijy seka H295R lastelése.

LYPHIA LYPt7 oIz

cholesterolis pregnenolonas § 17a-OH pregnenolonas DHEA

3-HS 3-H5D

Ay LYP17

r androstenedionas \

progesteronas 17a-OH progesteronas

11 deoksikortikosteronas  deoksikortizolis

kortikosteronas \ 17p-estradiolis

J/

aldosteronas

Pastaba.

Fermentai i§skirti kursyvu, hormonai — pajuodintu $riftu, o strélytés rodo sintezés kryptj. Pilkas fonas — tai korti-
kosteroidy reakcijy sekos ir produktai. Lytiniy steroidy reakcijy sekos ir produktai apibrézti ratu. CYP = citoch-
romas P450; HSD = hidroksisteroid-dehidrogenazé; DHEA = dehidroepiandrosteronas.

8.  Zmogaus antinksciy Zievés karcinomos lgsteliy linijja H295R — naudingas in vitro modelis, kai siekiama istirti
poveikj steroidiniy hormony sintezei (2) (7) (8) (9) (10). H295R lasteliy linijos ekspresuoja genus, kurie koduoja
visus pirmiau minétus svarbiausius steroidogenezéje dalyvaujancius fermentus (11) (15) (1 paveikslas). Tai yra
unikali savybé, nes iy geny in vivo ekspresijos ypatumai priklauso nuo audinio ir vystymosi etapo, ir tipinémis
aplinkybémis vieno audinio ar vieno vystymosi etapo, kuriame bty ekspresuojami visi steroidogenezéje dalyvau-
jantys genai, nebiina (2). H295R lastelés turi pagal sritis nediferencijuoty Zmogaus vaisiaus antinks¢iy lasteliy
fiziologines savybes (11). Sios lastelés — tai savo gebéjimu gaminti visus steroidinius hormonus, kuriy yra suau-
gusio Zmogaus antinks¢iy Zievéje ir gonadose, issiskirianti in vitro sistema, kuri suteikia galimybe atlikti poveikio ir
kortikosteroidy sintezei, ir lytiniy steroidiniy hormony, tokiy kaip androgeny ir estrogeny, gamybai bandymus,
nors §i analizé buvo patvirtinta kaip tinkama tik poveikiui testosteronui ir E2 nustatyti. Naudojant bandymy
sistemg nustatytus pokycius, t. y. testosterono ir E2 gamybos pakitimus, gali sukelti daugybé skirtingy bandomyjy
cheminiy medziagy saveikos su steroidogenezinémis funkcijomis, kurias ekspresuoja H295R lastelés, reakcijy. Tai
gali bti steroidiniy hormony gamyboje, transformacijoje ar eliminacijoje dalyvaujanciy fermenty ekspresijos,
sintezés ar funkcijos moduliacija (12) (13) (14). Hormony gamyba gali bati slopinama dél tiesioginio konkuren-
cingo risimosi prie reakcijy sekoje dalyvaujancio fermento, poveikio kofaktoriams, kaip antai nikotinamido
adenino dinukleotido fosfatui (NADF) ir cikliniam adenozino monofosfatui (CAMEF), ir (arba) aktyvesnio steroidy
metabolizmo ar tam tikry steroidogenezés reakcijy sekoje dalyvaujanciy fermenty geny ekspresijos supresijos.
Inhibavimas gali bati ir tiesioginiy, ir netiesioginiy su hormony gamyba susijusiy procesy funkcija, o indukcija
paprastai yra netiesioginio pobtidZio, pvz., pasireiskia dél poveikio kofaktoriams, tokiems kaip NADF ir cAMP
(kaip forskolino atveju), steroidy metabolizmo slopinimo (13) ir (arba) dél teigiamos steroidogenezés geny ekspre-
sijos reguliacijos.

9. H295R analizé turi kelis pranagumus:

— H295R analizé suteikia galimybe nustatyti i3 testosterono ir E2 gamybos apimties padidéjimg ir sumaZzéjima;

— suteikia galimybe tiesiogiai jvertinti galima cheminés medziagos poveikj lasteliy gyvybingumui ir (arba) cito-
toksiskumg. Tai yra svarbi ypatybé, nes tai suteikia galimybe atskirti poveiki, kuris pasireiskia dél citotoksis-
kumo, nuo poveikio, kuris pasireiskia dél tiesioginés cheminiy medZziagy saveikos su steroidogenezés reakcijy
sekomis; to negalima padaryti naudojant audiniy eksplanty sistemas, kurios sudarytos i3 keliy riisiy skirtingo
jautrumo ir skirtingas funkcijas atliekanciy Igsteliy;
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— nereikia naudoti gyviiny;
— H295R lasteliy linijg galima sigyti rinkoje.

10.  Pagrindiniai analizés apribojimai:

— H295R analizés metaboliné geba nezinoma, bet ji tikriausiai yra palyginti nedidelé, todél $ia analize turbat
nepavyks nustatyti cheminiy medziagy, kuriy metabolizmg reikia suaktyvinti.

— Kadangi H295R lgsteliy linjjos $altinis — antinks¢iy audinys, joje yra fermenty, kurie gali gaminti gliukokorti-
koidus ir mineralkortikoidus, taip pat lytinius hormonus, todél poveikis gliukokortikoidy ir mineralkortikoidy
gamybai gali turéti jtakg analize nustatomai testosterono ir E2 koncentracijai.

— analizé nesuteikia galimybés nustatyti DHT koncentracijos, todél manoma, kad siuo bandymo metodu nebiity
jmanoma nustatyti cheminiy medziagy, kurios slopina 5a-reduktaze, o tokiu atveju galima naudoti Hershber-
ger'io analize (16).

— Naudojant H295R analizés metoda, nepavyks nustatyti cheminiy medZiagy, kurios trikdo steroidogeneze veik-
damos pogumburio-hipofizés-gonady (PHG) asj, nes tokj tyrima galima atlikti tik su neporuotais gyviinais.

BANDYMO METODO PRINCIPAS

11.  Analizés paskirtis — nustatyti chemines medzZiagas, kurios veikia T ir E2 gamybg. Testosteronas taip pat yra
tarpinis junginys E2 gamybos reakcijy sekoje. Naudojant $ig analize, galima nustatyti chemines medziagas, kurios
paprastai slopina arba indukuoja steroidogenezés reakcijy sekos fermentus.

12.  Paprastai i analizé atliekama standartinémis lgsteliy auginimo sglygomis 24 duobuciy kultiiry auginimo plokste-
lése. Taip pat Siai analizei galima naudoti kity dydziy ploksteles, taciau pasélio ir bandymo salygas reikéty atitin-
kamai pakoreguoti siekiant i§saugoti atitiktj veiksmingumo kriterijams.

13.  Pragjus 24 valandy aklimacijos daugiaduobése plokstelése laikotarpiui, lastelés 48 valandas veikiamos septyniy
dydziy koncentracijos bandomaja chemine medziaga ir kiekvienos koncentracijos cheminé medziaga bandoma ne
maziau kaip trijose duobutése. Fiksuotos koncentracijos tirpiklis ir Zinomas hormony gamybos inhibitorius ir
induktorius naudojami kaip neigiami ir teigiami kontroliniai bandiniai. Pasibaigus veikimo chemine medzZiaga
laikui, terpé pasalinama i3 visy plokstelés duobuciy. Pasalinus terpe, nedelsiant analizuojamas kiekvienoje duobu-
téje esanciy lasteliy gyvybingumas. Hormony koncentracija terpéje galima iSmatuoti jvairiais biidais, pvz., naudo-
jant hormony matavimo rinkinius, kuriy galima isigyti rinkoje, ir (arba) instrumentiniais analizés metodais, pvz.,
taikant skysciy chromatografijos ir masiy spektrometrijos metodg. Gauti analizés duomenys — pokytis kartais, lygi-
nant su kontroliniu tirpikliu ir maZiausio pastebéto poveikio koncentracija (LOEC). Jeigu analizés rezultatai
neigiami, didziausia bandyta koncentracija nurodoma kaip nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC). I§vados
dél cheminés medziagos gebéjimo paveikti steroidogeneze turéty bati pagristos ne maziau kaip du kartus atskirai
atliktais bandymais. Bandymga atliekant pirma kartg, galima nustatyti koncentracijos intervala, véliau, bandyma
atliekant antrg ir, jei taikoma, trecig kartg (jeigu iskyla tirpumo arba citotoksiskumo problemy arba manoma, kad
cheminés medziagos aktyvumas siekia bandyty koncentracijos lygiy intervalo pabaigg) — pakoreguoti koncentra-

cija.
LASTELIY AUGINIMO MITYBOS TERPEJE PROCESAS

Lasteliy linija

14.  NCI-H295R lasteliy galima jsigyti i§ biologiniy iStekliy centro ,American Type Culture Collections” (ATCC), pasira-
Sius moksliniams tyrimams skirty medziagy perdavimo sutartj (angl. Material Transfer Agreement, MTA) (!).

Ivadas

15. Kadangi lasteléms senstant ir didéjant lgsteliy pasazy skaiciui, jy gebéjimas gaminti E2 keiciasi (2), prie§ naudojant
lasteles, jos turéty biti auginamos mitybos terpéje pagal specialy protokols, o pasazy skaiCiy nuo lasteliy atsil-
dymo ir lgsteliy pasazy skaiCiy tuo metu, kai jos uzsaldomos ir padedamos saugojimui skystame azote, reikéty
uzsiraSyti. Pirmas skai¢ius rodo faktinj lasteliy pasazy skaiCiy, o antrasis — pasazy skaiCiy tuo metu, kai lastelés
buvo uzsaldytos ir padétos saugojimui. Pavyzdziui, lastelés, kurios buvo uzsaldytos po penkto pasazo, atsildytos,
tuomet vél paaugintos mitybos terpéje ir padalytos tris kartus (4 pasazai, nes $vieziai atsildytos lastelés laikomos
pirmo pasazo lastelémis), bus paZenklintos kaip 4,5 pasazas. Numeravimo sistemos pavyzdys pavaizduotas tinka-
mumo patvirtinimo ataskaitos (4) I priedélyje.

16. Pradiné terpé naudojama kaip priedais papildyty ir uzsaldymo terpiy pagrindas. Priedais papildyta terpé bitina
lasteliy auginimui. Uzsaldymo terpé specialiai skirta tam, kad nepakenkiant lasteléms biity galima uz3aldyti jas

(') ATCC CRL-2128; ATCC, Manasas (VirdZinija, JAV) [http://www.lgcstandards-atcc.org/].
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ilgalaikiam saugojimui. Prie§ naudojant auginimo terpés priedg ,Nu-serum“ (arba panady tokiy pat savybiy
serumg, kurj naudojant gaunami duomenys atitinka bandymo atlikimo ir kokybés kontrolés (KK) reikalavimus),
kuris yra priedais papildytos terpés sudedamoji dalis, reikéty iStirti jame natiraliai esanciy testosterono
ir E2 koncentracijg. Kaip $ie tirpalai ruo$iami, apraSyta tinkamumo patvirtinimo ataskaitos (4) I priedélyje.

17.  Pradéjus auginti H295R lasteliy kultiirg i§ originalios ATCC lgsteliy grupés, lastelés turéty bati auginamos penkis
pasazus (t. y. lastelés padalijamos 4 kartus). Tuomet penkto pasazo lastelés uzsaldomos saugojimui skystame
azote. Prie§ uz3aldant Igsteles, ankstesnio ketvirto pasaZo lasteliy méginys analizuojamas KK ploksteléje (zr. 36
ir 37 punktus), siekiant patikrinti, ar baziné hormony gamyba ir reakcija i teigiamus kontrolinius bandinius
atitinka 5 lenteléje nurodytus analizés KK kriterijus.

18.  H295R lastelés turi biti auginamos mitybos terpéje, uzsaldomos ir laikomos skystame azote siekiant uZtikrinti,
kad lasteliy auginimui ir naudojimui visada baty atitinkamo pasaZo ir (arba) amziaus lgsteliy. DidZiausias pasazy
skai¢ius auginimui paémus naujg (') arba uzsaldyta () lasteliy grupe, kad lasteliy kultiirg baty galima naudoti
H295R analizei, neturéty virSyti 10.PavyzdZiui, tinkamos baty tos lasteliy i§ po penkto pasazo uzsaldytos lasteliy
grupés kulttiros, kuriy pasazai biity Zymimi skaiiy deriniais nuo 4.5 iki 10.5. Siekiant iSauginti lasteles i3 Siy
uz3aldyty lasteliy grupiy, reikéty vadovautis 19 punkte aprasytu procesu. Prie§ naudojant Sias lgsteles bandymams,
jas reikéty auginti mitybos terpéje dar ne maziau kaip keturis (4) pasazus (4.5 pasaZas).

Lasteliy auginimas i$ uzsaldytos pradinés lasteliy kultiiros

19.  Sis lasteliy auginimo is uzsaldytos pradinés lasteliy kultiiros procesas taikomas, kai lasteliy auginimui ir bandy-
mams i§ skysto azoto i§imama jame saugota nauja lasteliy grupé. Sis procesas isamiai aprasytas tinkamumo
patvirtinimo ataskaitos (4) III priedélyje. Lastelés isimamos i§ skysto azoto, kuriame jos buvo saugomos, greitai
atsildomos, supilamos j centrifuginj mégintuvélj su priedais papildyta terpe, centrifuguojamos kambario tempera-
tiroje, vél suspenduojamos priedais papildytoje terpéje ir perkeliamos i kultiiry auginimo kolbas. Kitg dieng terpe
reikia pakeisti. H295R lgstelés auginamos inkubatoriuje 37 °C temperatairoje, esant 5 % CO, koncentracijai ore ir
terpe atnaujinant 2-3 kartus per savaite. Lasteléms uZpildzius mazdaug 85-90 % kultGiry auginimo kolbos, jas
reikéty padalyti. Padalyti lasteles biitina siekiant uZtikrinti lasteliy sveikata ir augima ir kad bty galima pasilikti
lasteliy biologiniams tyrimams atlikti. Lastelés tris kartus praplaunamos fosfatiniu buferiniu drusky tirpalu (FBDT,
be Ca?* Mg?) ir atlaisvinamos i§ kultfiry auginimo kolbos, i FBDT (be Ca2* Mg?*) ipilant atitinkamo atskiriamojo
fermento, pvz., tripsino. Lasteléms atsiskyrus nuo kultiry auginimo kolbos sieneliy, nedelsiant reikéty sustabdyti
fermento veikima, i kolba jpilant priedais papildytos terpés, kurios kiekis turéty bati 3 kartus didesnis uz lasteliy
apdorojimui naudoto fermento. Lastelés supilamos j centrifuginj mégintuvelj, centrifuguojamos kambario tempe-
ratiiroje, supernatantas paSalinamas, o nusédusios lastelés vél suspenduojamos priedais papildytoje terpéje.
Atitinkamas lgsteliy tirpalo kiekis supilamas j naujg kultiiry auginimo kolbg. Lasteliy tirpalo kiekj reikéty pakore-
guoti taip, kad kultiry auginimo kolba lastelés uZzpildyty per 5-7 dienas. Rekomenduojamas perséjimo
santykis 1:3-1:4. Plokstele reikéty atidziai pazenklinti. Dabar lastelés jau paruostos naudojimui analizés tikslais, o
lasteliy pertekliy reikéty uzsaldyti skystame azote, kaip aprasyta 20 punkte.

H295R lasteliy uzsaldymas (Isteliy paruoSimas saugojimui skystame azote)

20.  Siekiant paruosti H295R lasteles uzsaldymui, reikéty vadovautis pirmiau aprasytu lasteliy padalijimo procesu iki
pakartotinio centrifuginio mégintuvélio dugne nusédusiy lasteliy suspendavimo. Siuo atveju nusédusios lastelés
pakartotinai suspenduojamos uzsaldymo terpéje. Tirpalas supilamas i atitinkamai pazenklinta kriogeninj buteliuka,
kuris saldomas — 80°C temperatiiroje 24 valandas, véliau perkeliamas saugojimui i suskystinta azota. Sis procesas
iSsamiai apraSytas tinkamumo patvirtinimo ataskaitos III priedélyje (4).

Bandymams skirty lasteliy séjimas plokstelése ir paruosimas inkubavimui

21.  Kiek reikés pagal 19 punkte pateiktus nurodymus paruosty 24 duobuciy ploksteliy, priklausys nuo cheminiy
medziagy, kuriy bandymus numatoma atlikti, skaiciaus ir kultiry auginimo indy uZzpildymo lastelémis. I esmés
lasteliy i§ vienos (75 cm?) 80-90 % uzpildytos kultiry auginimo kolbos pakanka 1-1,5 (24 duobuciy) plokstelés,
kai tikslinis tankis — 200 000-300 000 Igsteliy viename terpés mililitre; po 24 valandy duobutés uzpildomos
mazdaug 50-60 %. Paprastai atliekant analize tai yra optimalus lasteliy tankis hormony gamybai. Esant didesniam
tankiui, testosterono ir E2 gamybos ypatumai keiciasi. Pries atliekant analize pirmga kartg, rekomenduojama isban-
dyti skirtingus pasélio tankius — nuo 200 000 iki 300 000 lasteliy viename mililitre, ir tolesniems eksperimen-
tams rinktis tokj tankj, kurj naudojant po 24 valandy duobuté baty uzpildyta 50-60 %.

(") Nauja lasteliy grupé — tai i§ ATCC gauta $vieZia lasteliy grupé.
(3) Uzsaldyta lasteliy grupé — tai lastelés, kurios prie§ tai buvo auginamos mitybos terpéje, véliau uzsaldytos laboratorijoje, bet ne ATCC.
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2 paveikslas

H295R lasteliy, kuriy pasélio 24 duobuciy ploksteléje tankis — 50 %, fotomikrografija, padaryta prie
duobutés krasto (A) ir duobutés centre (B) praéjus 24 valandoms.

22.  Terpé pipete iStraukiama i§ kultiry auginimo kolbos, o lastelés tris kartus praplaunamos steriliu FBDT (be
Ca2* Mg?). Siekiant atskirti Igsteles nuo kultiiry auginimo kolbos sieneliy, (j FBDT) jpilama fermento tirpalo.
Pragjus atitinkamam laikotarpiui, per kurj lgstelés atsiskiria nuo kolbos sieneliy, fermento veikima reikéty sustab-
dyti | kolbg ipilant priedais papildytos terpés, kurios kiekis turéty bati 3 kartus didesnis uz lasteliy apdorojimui
naudoto fermento kiekj. Lastelés supilamos j centrifuginj mégintuvélj, centrifuguojamos kambario temperatiiroje,
supernatantas pasalinamas, o nusédusios lastelés vél suspenduojamos priedais papildytoje terpéje. Lasteliy tankis
apskaiiuojamas naudojant, pvz., hemocitometra arba lgsteliy skaiciuotuva. Lasteliy tirpalg reikéty atskiesti iki
naudojimui plokstelése pageidaujamo tankio ir kruopsciai iSmaisyti siekiant uZztikrinti lasteliy tankio homogenis-
kuma. Lasteles reikéty paséti ploksteléje, | kiekvieng duobute jpilant po 1 ml lasteliy tirpalo, o ploksteles ir
duobutes — pazenklinti. Plokstelés su paséliu 24 valandas inkubuojamos 37 °C temperatiroje, esant 5 % CO,
koncentracijai ore, kad lastelés galéty prikibti prie duobuciy.

KOKYBES KONTROLES REIKALAVIMALI

23.  Labai svarbu, kad | duobutes baty jpilta tiksliai tiek tirpaly ir méginiy, kiek reikia, nes nuo $iy kiekiy priklauso
koncentracija, naudojama apskaiciuojant analizés rezultatus.

24.  Prie§ pradédama auginti lgsteles mitybos terpéje ir atlikdama visus tolesnius bandymus, kiekviena laboratorija
turéty jrodyti, kad jy naudojama hormony matavimo sistema yra jautri (29-31 punktai).

25.  Jeigu hormonams matuoti numatoma naudoti antikiinais grindZiamus analizés metodus, prie§ pradedant
bandymus, reikéty istirti, ar cheminés medziagos, kuriy bandymus numatoma atlikti, negali turéti neigiamos
jtakos testosterono ir E2 kiekiui nustatyti naudojamos matavimo sistemos tikslumui, kaip i§déstyta 32 punkte.
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26.  Siai analizei rekomenduojama kaip tirpiklj naudoti dimetilsulfoksida (DMSO). Jeigu naudojamas kitas tirpiklis,
reikia nustatyti:

— bandomosios cheminés medziagos, forskolino ir prochlorazo tirpumg tirpiklyje;
— citotoksiskuma, kaip tirpiklio koncentracijos funkcija.

Rekomenduojama, kad didZiausia leidziama tirpiklio koncentracija nevir§yty 10 karty atskiestos maziausio cito-
toksiskumo tirpiklio koncentracijos.

27.  Pries atlikdama bandymus pirma kartg, laboratorija turéty atlikti kvalifikacinj eksperimenta, kuris jrodyty, kad joje
galima sukurti ir palaikyti atitinkamas lgsteliy auginimo mitybos terpéje ir eksperimento sglygas, kurios batinos
atliekant cheminiy medziagy bandymus, kaip aprasyta 33-35 punktuose.

28.  Pradedant cheminiy medziagy bandymus su nauja lgsteliy grupe, prie§ pradedant naudoti naujg lasteliy grupe,
pasitelkus kontroling plokstele reikéty jvertinti lasteliy veiksminguma, kaip apradyta 36 ir 37 punktuose.

Hormony matavimo sistemos veiksmingumas

Metodo jautrumas, patikimumas, tikslumas ir kryZminis reaktyvumas su méginio matrica

29.  Siekdama istirti testosterono ir E2 gamybg H295R lgstelése, kiekviena laboratorija gali naudoti savo pasirinktg
hormony matavimo sistema, jeigu ji atitinka veiksmingumo kriterijus, jskaitant kiekybinio nustatymo ribg. Tech-
niskai tai gali bati 100 pg/ml testosterono atveju ir 10 pg/ml E2 atveju; $ie skaiciai grindziami baziniais atliekant
tinkamumo patvirtinimo tyrimus nustatytais hormony kiekiais. Vis délto, atsizvelgiant i tai, koks bazinis hormony
kiekis nustatytas bandymus atlickancioje laboratorijoje, tinkama gali bati ir didesné, ir mazesné koncentracija.
Prie§ pradédama naudoti KK ploksteles ir pradédama bandymy serijas, laboratorija turéty jrodyti, kad hormony
analize, kuriag numatoma naudoti, t. y. analizuojant priedais papildyta terpe, i kurig suleista vidinio kontrolinio
bandinio hormono, hormony koncentracija priedais papildytoje terpéje galima nustatyti taip patikimai ir tiksliai,
kad analizé atitikty 1 ir 5 lentelése nurodytus KK kriterijus. [ priedais papildyta terpe reikia suleisti kiekvieno ne
maziau kaip trijy dydziy koncentracijos hormono (pvz., 100, 500 and 2 500 pg/ml testosterono; 10, 50
ir 250 pg/ml E2; arba galima naudoti maziausios koncentracijos testosterono ir E2 preparaty, t. y. pasirinkti
galimg maziausig koncentracijg, apskai¢iuotg pagal pasirinktos hormony matavimo sistemos radimo ribas), ir ja
reikéty istirti. Nustatyta hormony koncentracija neekstrahuotuose meéginiuose turéty skirtis nuo nominaliosios
koncentracijos ne daugiau kaip 30 %, o pakartoti to paties méginio matavimai neturéty skirtis daugiau kaip 25 %
(taip pat zr. papildomus KK kriterijus 8 lenteléje). Jeigu Sie KK kriterijai jvykdyti, daroma prielaida, kad pasirinkta
hormony matavimo analizés sistema yra pakankamai patikima, tiksli ir kryzmiskai nereaguoja su terpés sudeda-
mosiomis dalimis (méginio matrica) taip, kad tai galéty stipriai paveikti analizés rezultatus. Siuo atveju pries
matuojant hormonus, ekstrahuoti méginiy nereikia.

30. Jeigu 1 ir 8 lentelése nurodyti KK kriterijai nejvykdyti, gali pasireiksti stiprus matricos efektas, ir eksperimenta
reikia atlikti su ekstrahuota terpe, j kuria buvo suleista vidinio kontrolinio bandinio hormono. Ekstrahavimo
proceso pavyzdys apradytas tinkamumo patvirtinimo ataskaitos II priedélyje (4). Hormony koncentracija kiekvie-
name ekstrahuotame meéginyje reikéty matuoti trijose duobutése (). Jeigu galima jrodyti, kad po ekstrahavimo
terpés sudedamosios dalys neturi neigiamos jtakos taikant hormony nustatymo metoda atliekamy matavimy tiks-
lumui, kaip apibrézta KK kriterijuose, visi tolesni eksperimentai turéty bati atliekami naudojant ekstrahuotus
méginius. Jeigu po ekstrahavimo KK kriterijai nejvykdomi, naudojama hormony matavimo sistema yra netinkama
H295R steroidogenezés analizei atlikti, todél reikéty naudoti kita hormony nustatymo metodg.

Standartiné kreivé

31. Hormony koncentracija kontroliniuose bandiniuose tirpikliuose (KBT) turéty biti standartinés kreivés tiesinés
koreliacijos atkarpoje. Biity geriau, jei KBT reikmés biity iSsidésciusios arti tiesinés koreliacijos atkarpos vidurio;
tai uZtikrinty galimybe iSmatuoti, kaip stipriai indukuojama ir slopinama hormony sintezé. Atsizvelgiant i tai,
pasirenkamos praskiestos terpés (arba ekstraktai), kurias numatoma vertinti. Tiesinis rysis nustatomas taikant
atitinkamg statistinj metoda.

Cheminiy medZiagy poveikio matavimy tikslumui bandymas

32, Jeigu hormonams matuoti numatoma naudoti antikiinais grindZiamus analizés metodus, pvz., imunofermentinés
analizés sistemas (angl. ELISA) ir radioimuninés analizés metodus, prie§ pradedant faktinius cheminiy medZiagy
bandymus, reikéty istirti kiekvieng cheming medziaga, kurios bandymus numatoma atlikti, siekiant nustatyti, ar ji
negali turéti neigiamos jtakos hormony matavimo sistemos tikslumui (tinkamumo patvirtinimo ataskaitos (4)
III priedélis, nes kai kurios cheminés medziagos gali pakenkti Siy bandymy tikslumui (17). Jeigu, atlikus hormony
analize¢ nustatoma, kad matavimo netikslumai testosterono ir (arba) E2 atveju atitinka arba virsija 20 % bazinés

(") Pastaba. Jeigu ekstrahuoti biitina, kiekviename ekstrakte matavimai kartojami tris kartus. Kiekvienas méginys ekstrahuojamas tik
karta.
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hormony gamybos, cheminés medziagos poveikio hormony analizés tikslumui bandyma (angl. Chemical Hormone
Assay Interference Test, pvz., aprasytaji tinkamumo patvirtinimo ataskaitos (4) Il priedélio 5.0 skyriuje) reikéty atlikti
su visais praskiestais pradiniais bandomyjy cheminiy medZziagy tirpalais, kad buty galima nustatyti slenksting
doze, kuria virsijus uZzfiksuojama dideliy netikslumy (> 20 %). Jeigu matavimo netikslumai nesiekia 30 %, rezul-
tatus galima pakoreguoti atsizvelgiant i poveikj matavimy tikslumui. Jeigu matavimo netikslumai virsija 30 %,
duomenys negalioja ir $iy dydziy koncentracijos analizés duomenis reikéty atmesti. Jeigu esant skirtingai citotok-
sisko poveikio neturinciai koncentracijai bandomoji cheminé medZiaga stipriai neigiamai veikia hormony mata-
vimo sistemos tikslumg, reikéty naudoti kita hormony matavimo sistemg. Siekiant i§vengti neigiamos cheminiy
medZziagy priemaiSy itakos matavimy tikslumui, rekomenduojama i§ terpés hormonus ekstrahuoti naudojant
tinkama tirpiklj; galimi metodai aprasyti tinkamumo patvirtinimo ataskaitoje (4).

1 lentelé

Hormony matavimo sistemy veiksmingumo kriterijai

Parametras Kriterijus

Matavimo metodo jautrumas Kiekybinio nustatymo riba (LOQ)
Testosteronas: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml (%)

Hormony ekstrahavimo veiksmin- Vidutinis 1§ tirpalo regeneruotas hormono kiekis (remiantis trimis mata-
gumas (tik kai ekstrahuoti batina) vimais) nuo pridéto kiekio neturéty skirtis daugiau kaip 30 %.
Cheminés medziagos poveikis mata- Neturéty biti stipriy (atitinkamo hormono atveju = 30 % bazinio

vimy tikslumui (tik antik@inais grin- hormony gamybos lygio) kryzminiy reakcijy né su vienu lasteliy gami-
dziamos sistemos) namu hormonu () (<)

() Pastaba. Metodo matavimo ribos pagristos bazinio hormony gamybos lygio reikimémis, kurios pateikiamos 5 lenteléje, ir
priklauso nuo veiksmingumo. Jeigu galima pasiekti didesnj bazinj hormony gamybos lygi, riba gali bati aukstesneé.

(?) Esant didesniam procentiniam dydZiui, kai kurie testosterono antikiinai gali kryZmiskai reaguoti su androstendionu, o
E2 antikiinai- su estronu. Tokiais atvejais nejmanoma tiksliai nustatyti poveikio 17f-HSD. Vis délto Sie duomenys gali
suteikti naudingos informacijos apskritai apie poveikj estrogeny ar androgeny gamybai. Tokiais atvejais duomenis reikéty
iSreiksti kaip androgeny ir (arba) estrogeny, o ne E2 ir testosterono reakcija.

() Lasteliy gaminami hormonai: cholesterolis, pregnenolonas, progesteronas, 11-deoksikortikosteronas, kortiosteronas, aldoste-
ronas, 17a-pregnenolonas, 17a-progesteronas, deoksikortizolis, kortizolis, DHEA, androstenedionas, estronas.

Laboratorijos kvalifikacinis bandymas

33.  Prie§ pradédama neZinomy cheminiy medziagy bandymus, laboratorija, atlikdama laboratorijos kvalifikacinj
bandyma, turéty jrodyti, kad joje galima sukurti ir palaikyti atitinkamas lasteliy auginimo mitybos terpéje ir
bandymuy salygas, kurios biitinos siekiant sékmingai atlikti analiz¢. Kadangi analizés atlikimo sékmé tiesiogiai susi-
jusi su analize atliekanciais laboratorijos darbuotojais, jvykus laboratorijos personalo pokyc¢iams, Sias procediras
reikéty i§ dalies pakartoti.

34, Sis kvalifikacinis bandymas atliekamas tokiomis pat sglygomis, kurios i§vardytos 38-40 punktuose: lgstelése
veikiamos 7 dydziy koncentracijos stipriais, vidutinio stiprumo ir silpnais induktoriais ir inhibitoriais, taip pat
neigiamo kriivio chemine medziaga (Zr. 2 lentele). Kaip matyti i§ 2 lentelés, tarp cheminiy medziagy, kuriy
bandymus reikia atlikti — stiprus induktorius forskolinas (CAS Nr. 66575-29-9), stiprus inhibitorius prochlorazas
(CAS Nr. 67747-09-5), vidutinio stiprumo induktorius atrazinas (CAS Nr. 1912-24-9), vidutinio stiprumo inhi-
bitorius aminogliutetimidas (CAS Nr. 125-84-8), silpnas E2 gamybos induktorius ir silpnas testosterone gamybos
inhibitorius bisfenolis A (CAS Nr. 80-05-7) ir neigiama cheminé medZiaga Zmogaus choriono gonadotropinas
(ZCG) (CAS Nr. 9002-61-3). Visy cheminiy medziagy bandymai atliekami naudojant atskiras ploksteles, taip,
kaip nurodyta 6 lentel¢je. Atlickant bandymus su kvalifikaciniam bandymui skirtomis cheminémis medziagomis,
kasdien naudojama po vieng KK plokstele (4 lentelé, 36-37 punktai).

2 lentelé

Kvalifikaciniam bandymui skirtos cheminés medZiagos ir jy koncentracija

Kvalifikaciniam bandymui skirta

cheminé medziaga Bandomoji koncentracija [pM]

prochlorazas 0 (®; 0,01; 0,03; 0,1; 0.3; 1; 3; 10;

forskolinas 0 (®; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3, 10, 30;
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35.

36.

37.

Kvalifikaciniam bandymui skirta

cheminé medziaga Bandomoji koncentracija [pM]

atrazinas 0 (%); 0,03; 0.1; 1; 3; 10; 30; 100;

aminogliutetimidas 0 (®; 0,03; 0.1; 1; 3; 10; 30; 100;

bisfenolis A 0 (®; 0,03; 0.1; 1; 3; 10; 30; 100;

HCG 0 (%); 0,03; 0.1; 1; 3; 10; 30; 100.

(%) Kontrolinis bandinys tirpiklis (DMSO) (0), 1 pl DMSO/duobutéje.

Atliekant laboratorijos kvalifikacinj bandyma, kvalifikaciniam bandymui skirty cheminiy medziagy poveikio
H295R lasteléms bandymas turéty biti atliekamas 24 duobuciy plokstelése. Visos bandomujy cheminiy medziagy
dozés nurodomos pM. Dozés suleidziamos | duobutes su 0,1 % t/t DMSO. Bandymai su kiekviena bandomaja
koncentracija atliekami trijose duobutése (6 lentel¢). Kiekvienai cheminei medziagai naudojamos atskiros ploks-
telés. Atliekant bandymus, kasdien naudojama po vieng KK plokstele.

Lasteliy gyvybingumo ir hormony analizés atlickamos, kaip nurodyta 42-46 punktuose.Slenksting verte
(maziausig pastebéto poveikio koncentracija, LOEC) ir sprendima dél klasifikacijos reikéty nurodyti ataskaitoje ir
palyginti su 3 lenteléje pateiktomis reik§mémis. Duomenys laikomi priimtinais, jeigu jie atitinka 3 lenteléje nuro-
dyta LOEC ir sprendimg dél klasifikacijos.

3 lentelé

Kvalifikaciniam bandymui skirty cheminiy medziagy slenkstinés vertés (LOECs) ir sprendimai dél
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klasifikacijos
LOEC [uM] Sprendimas dél klasifikacijos
CAS Nr.
testosteronas E2 testosteronas E2
prochlorazas 67747-09-5 <0,1 <1,0 + (%) (slopi- + (slopinimas)
nimas)
forskolinas 66575-29-9 <10 <0,1 + (indukcija) + (indukcija)
atrazinas 1912-24-9 <100 <10 + (indukcija) + (indukcija)
aminogliuteti- 125-84-8 < 100 < 100 + (inhibavimas) | + (inhibavimas)
midas
bisfenolis A 80-05-7 <10 <10 + (inhibavimas) | + (inhibavimas)
HCG 9002-61-3 netaikytina netaikytina neigiama neigiama

() + - teigiama
netaikytina — netaikytina, nes citotoksisko poveikio neturinti neigiamo kontrolinio bandinio koncentracija neturéty sukelti
pokyciy.

Kokybés kontrolés plokstelé

Kokybés kontrolés (KK) plokstelé naudojama siekiant patikrinti H295R Iasteliy veiksminguma standartinémis
lasteliy auginimo salygomis ir siekiant sukurti hormony koncentracijos kontroliniuose bandiniuose tirpikliuose,
teigiamuose ir neigiamuose kontroliniuose bandiniuose ir kity laikui bégant vertinamy KK rodikliy istoriniy
duomeny baze.

— KK ploksteléje H295R lasteliy veiksmingumas turéty bati vertinamas kaskart kai imama nauja ATCC Igsteliy
grupé arba pirmagkart panaudojus pries tai uzsaldyta pradine lasteliy kultiirg, nebent su ta lasteliy grupe buvo
atliekamas laboratorijos kvalifikacinis bandymas (32-34 punktai).

— KK plokstelé suteikia galimybe iS$samiai jvertinti analizés salygas (pvz., lasteliy gyvybinguma, kontrolinius
bandinius tirpiklius, neigiamus ir teigiamus kontrolinius bandinius, taip pat atliekant vieng ir kelias analizes
gaunamy duomeny kintamumg) atlickant cheminiy medziagy bandymus ir turi bati naudojama kaskart, kai
atliekamas bandymas.

KK bandymas atliekamas 24 duobuciy ploksteléje, vadovaujantis tais paciais inkubavimo, dozavimo, lasteliy gyvy-
bingumo (citotoksiskumo) vertinimo, hormony ekstrahavimo ir hormony analizés atliekant cheminiy medziagy
bandymus procesais, kurie aprasyti 38-46 punktuose. QC ploksteléje yra duobuciy su tirpalu tustiesiems bandy-
mams, kontroliniais bandiniais tirpikliais ir dviejy dydziy koncentracijos Zinomu E2 ir testosterono sintezés
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38.

39.

induktoriumi (forskolinu, 1; 10 pM) ir inhibitoriumi (prochlorazu, 0,1; 1 uM) Be to, atrinktose duobutése kaip
gyvybingumo (citotoksiskumo) analizés teigiamas kontrolinis bandinys naudojamas MeOH. 4 lenteléje pateikiamas
iSsamus idéstymo ploksteléje apraSymas. Kriterijai, kuriy reikia laikytis KK ploksteléje, iSvardyti 5 lenteléje.
Maziausias bazinis hormony testosterono ir E2 gamybos lygis turi bati pasiektas ir kontrolinio bandinio tirpiklio,
ir tu$¢iajam bandymui skirtose duobutése.

4 lentelé

ISdéstymas kokybés kontrolés ploksteléje, kai siekiama atlikti cheminémis medZiagomis neveikiamy
H295R lasteliy ir H295R lasteliy, veikiamy Zinomais E2 ir testosterono gamybos inhibitoriais
(PRO = prochlorazas) ir stimuliatoriais (FOR = forskolinas), veiksmingumo bandymus. UZbaigus poveikio
eksperimenty ir pasalinus terpe, i visas MeOH duobutes suleidZiama 70 % metanolio tirpalo, kuris naudo-
jamas kaip teigiamas kontrolinis bandinys citotoksiSkumui jvertinti (Zr. citotoksiSkumo analize¢ tinka-
mumo patvirtinimo ataskaitos (4) III priedélyje).

1 2 3 4 5 6
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A tusciasis
bandymas (%)

tusciasis

bandymas (%)

tusciasis

bandymas (%)

tusciasis
bandymas (%)
(+ MeOH) ()

tusciasis
bandymas (%)
(+ MeOH) ()

tuSciasis
bandymas (*)
(+ MeOH) ()

B| DMSO(
1ul

DMSO ()
1l

DMSO (9
1yl

DMSO (9
1yl
(+ MeOH) ()

DMSO (9

1ul
(+ MeOH) (?)

DMSO (9

1ul
(+ MeOH) ()

C| FOR1pM

FOR 1 pM

FOR 1 uM

PRO 0.1 pM

PRO 0.1 M

PRO 0,1 uM

D | FOR 10 pM

FOR 10 uM

FOR 10 uM

PRO 1 pM

PRO 1 pM

PRO 1 pM

(%) Tus¢iajam bandymui skirtose duobutése esancioms lastelems suleidziama tik terpés (t. y. be tirpiklio).
(*) Metanolio (MeOH) suleidziama po to, kai uzbaigiamas poveikio bandymas ir terpé pasalinama i3 $iy duobuciy.
(9 Kontrolinis bandinys tirpiklis DMSO (po 1 pl duobutéje).

5 lentelé

Kokybés kontrolés ploksteliy veiksmingumo kriterijai

Testosteronas E2

Bazinis hormono gamybos lygis kontroliniame > 5 kartus vir$ija LOQ > 2,5 karto virsija LOQ

bandinyje tirpiklyje (KBT)

Indukcija (10 pM forskolino) > 1,5 karto didesné > 7,5 karto didesné

gamybos apimtis, palyginti
su KBT

gamybos apimtis, palyginti
su KBT

Inhibavimas (1 pM prochlorazo)

< 0,5 karto maZesné
gamybos apimtis, palyginti
su KBT

< 0,5 karto maZesné
gamybos apimtis, palyginti
su KBT

LASTELIY VEIKIMO CHEMINEMIS MEDZIAGOMIS PROCESAS

Prie§ bandymg inkubuotos lastelés i§imamos i§ inkubatoriaus (21 punktas) ir apZifirimos po mikroskopu, siekiant
pries dozavimg jsitikinti, kad jy biklé (kibimas, morfologija).yra gera.

Lastelés dedamos j mikrobiologinés saugos spintg, paSalinama priedais papildyta terpé ir ji pakei¢iama nauja prie-
dais papildyta terpe (po 1 ml duobutéje). Siam bandymo metodui rekomenduojamas tirpiklis DMSO. Vis délto, jei
yra priezasciy, dél kuriy reikéty naudoti kitus tirpiklius, reikéty aprasyti mokslinj loginj pagrindimg. Lastelés
veikiamos bandomgja chemine medziaga, 1 l atitinkamo pradinio tirpalo su DMSO (zr. tinkamumo patvirtinimo
ataskaitos (4) 1I priedélj) suleidziant j 1 ml priedais papildytos terpés (duobutés tiris). Gaunama galutiné
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DMSO koncentracija duobutése — 0,1 %. Kad medziagos gerai susimaiSyty, paprastai rekomenduojama atitinkama
bandomosios cheminés medziagos pradinj tirpala su DMSO sumaisyti su priedais papildyta terpe, kad kiekvienoje
dozéje buty pageidaujama galutiné koncentracija, ir paSalinus sena terpe, tuo misiniu nedelsiant pripildyti kiek-
vieng duobute. Jeigu taikomas Sis biidas, DMSO koncentracija (0,1 %) turéty islikti nuosekli visose duobutése.
Naudojant stereomikroskopa, apZiarima, ar duobutése, kuriose yra dviejy didziausiy dydziy koncentracija, nesusi-
daré nuosédos ar drumzlés — tai reiksty, kad bandomoji cheminé medziaga ne visiSkai istirpo. Pastebéjus tokias
savybes (drumzles, nuosédas), duobutés su mazesnés koncentracijos medziaga taip pat apZitrimos (ir taip toliau),
ir tie koncentracijos dydziai, kuriems esant medziagos nevisiskai istirpo, i§braukiamos i3 tolesnio vertinimo ir
analizés. Plokstelé 48 valandoms grazinama i inkubatoriy, kuriame palaikoma 37 °C temperatira ir 5 % CO,
koncentracija ore. Bandomosios cheminés medziagos i§déstymas ploksteléje pateikiamas 6 lenteléje. 1§ pradiniy
tirpaly, pazyméty skaiciais nuo 1 iki 7 matyti, kokia tvarka bandomosios cheminés medziagos dozé didéja.

6 lentelé

Bandomosios medzZiagos, kuria veikiamos H295R lastelés, dozavimo 24 duobudiy ploksteléje schema

1 2 3 4 5 6

A DMSO DMSO DMSO 4 pradinis 4 pradinis 4 pradinis
tirpalas tirpalas tirpalas

B 1 pradinis 1 pradinis 1 pradinis 5 pradinis 5 pradinis 5 pradinis
tirpalas tirpalas tirpalas tirpalas tirpalas tirpalas

C 2pradinis 2 pradinis 2 pradinis 6 pradinis 6 pradinis 6 pradinis
tirpalas tirpalas tirpalas tirpalas tirpalas tirpalas

D 3 pradinis 3 pradinis 3 pradinis 7 pradinis 7 pradinis 7 pradinis
tirpalas tirpalas tirpalas tirpalas tirpalas tirpalas

40. Po 48 valandy plokstelés, kuriose Igstelés buvo veikiamos cheminémis medZiagomis, i§imamos i§ inkubatoriaus;
per mikroskopg jvertinama kiekvienoje duobutéje esanciy lasteliy baklé (kibimas, morfologija, uzpildymo laipsnis)
ir apzitirima, ar néra citotoksiSkumo pozymiy. Terpé i§ kiekvienos duobutés padalijama i dvi vienodas dalis (po
mazdaug 490 pl) ir jos perkeliamos i du atskirus atitinkamai paZenklintus buteliukus (t. y. vienas bandinys bus
naudojamas kaip atsarginis terpés i§ kiekvienos duobutés éminys). Kad lastelés neiddzitty, terpé sykiu pasalinama
i§ vienos eilutés arba stulpelio duobuciy ir pakei¢iama lasteliy gyvybingumo ir (arba) citotoksiskumo analizei
skirta terpe. Jeigu lgsteliy gyvybingumg ir (arba) citotoksiskumg numatoma vertinti ne tuoj pat, o véliau, kiekviena
duobuté papildoma FBDT su Ca?* ir Mg?*. Terpés uzsaldomos — 80 °C temperatiiroje ir saugomos iki tolesnio jy
apdorojimo siekiant istirti hormony koncentracija (Zr. 44-46 punktus). Nors — 80 °C temperatiiroje saugomoje
terpéje esantys testosteronas ir E2 yra i§ esmés stabillis ne maziau kaip 3 meénesius, kiekvienoje laboratorijoje
hormony stabilumas saugojimo laikotarpiu turéty bati patvirtintas dokumentais.

41. Pasalinus terpg, nedelsiant nustatomas kiekvienoje ploksteléje, kurioje lastelés buvo veikiamos cheminémis
medziagomis, esanciy lasteliy gyvybingumas ir (arba) pasireiskes citotoksiskumas.

Lasteliy gyvybingumo nustatymas

42.  Pasirinktu lgsteliy gyvybingumo ir (arba) citotoksiskumo analizés metodu galima nustatyti galima bandomosios
cheminés medziagos poveikj lasteliy gyvybingumui. Naudojant §j analizés metods, turéty biti galimybeé tiksliai
nustatyti duobutéje esanciy gyvybingy lasteliy procenting dalj, arba reikéty jrodyti, kad $i analizé yra tiesiogiai
palyginama su analizés sistema Live/Dead® (jos tiesine funkcija) (Zr. tinkamumo patvirtinimo ataskaitos (4) III prie-
delj). Kitas analizés metodas, kuris yra toks pat veiksmingas, — tai MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetra-
zolio bromido] bandymas (18). Lasteliy gyvybingumo vertinimas naudojant minétus metodus yra santykinis verti-
nimas, kuris nebiitinai turi patvirtinti tiesinj rysj su visomis duobutéje esan¢iomis Igstelémis. Todél chemikai labo-
rantai turéty lygiagreciai subjektyviai vizualiai jvertinti kiekvieng duobute, padaryti ir archyve i§saugoti skaitme-
nines kontroliniy bandiniy tirpikliy ir dviejy didZiausiy dydziy netoksiskos koncentracijos tirpaly nuotraukas, kad
citotoksiskumo analizé patvirtina, kad lasteliy skai¢ius padidéjo, jtariamg padidéjimg reikia patikrinti ir patvirtinti.
Jeigu lasteliy skaiciaus padidéjimas patvirtinamas, tai reikéty nurodyti bandymo ataskaitoje. Lasteliy gyvybingumas
iSreiskiamas santykiu su vidutiniu kontroliniuose bandiniuose tirpikliuose nustatytu atsaku, t. y. 100 % lasteliy
gyvybingumu, ir apskai¢iuojamas pagal naudotg lasteliy gyvybingumo ir (arba) citotoksiskumo analizés metodg.
Atliekant MTT analizg, galima naudoti $ig formule:
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% gyvybingy lasteliy = (atsakas duobutéje — vidutinis atsakas MeOH apdorotose [= 100 % Zuvusiy lasteliy]
duobutése) + (vidutinis atsakas KBT duobutése — vidutinis atsakas MeOH apdorotose [= 100 % Zuvusiy lasteliy]
duobutése)

43.  Duobutés, kuriose Igsteliy gyvybingumas (palyginti su vidutiniu gyvybingumu kontroliniuose bandiniuose tirpik-
livose, t. y. 100 % gyvybingumu), yra mazesnis nei 80 %, neturéty bati jtraukiamos | galuting duomeny analizg.
Jeigu steroidogenezé slopinama esant beveik 20 % citotoksiskumui, tai reikéty atidZiai jvertinti, siekiant isitikinti,
kad citotoksiskumas néra inhibavimo priezastis.

Hormony analizé

44.  Testosterono ir E2 analizei kiekviena laboratorija gali naudoti savo pasirinktg hormony matavimo sistemg. Atsar-
ginius terpés méginius i§ kiekvienos gydymo grupés galima naudoti tirpaly praskiedimui, kad koncentracija
patekty i standartinés kreivés tiesinés koreliacijos atkarpa. Kaip minéta 29 punkte, kiekviena laboratorija, pries
atlikdama KK bandymus arba bandydama chemines medziagas, turéty priedais papildytos terpés, i kurig suleista
vidinio kontrolinio bandinio hormono, analize jrodyti, kad jos naudojama hormony matavimo sistema (pvz.,
ELISA, RIA, LC-MS, LC-MS/MS) atitinka KK kriterijus. Siekiant uZtikrinti, kad bandymo sistemos sudedamosios
dalys nedaryty neigiamos jtakos hormony matavimy tikslumui, pries atlickant hormony matavimus, juos gali tekti
ekstrahuoti i§ terpiy (Zr. salygas, kuriomis méginius ekstrahuoti bitina arba ne, 30 punkte). Ekstrahuoti méginius
rekomenduojama vadovaujantis tinkamumo patvirtinimo ataskaitos (4) III priedélyje nurodyta tvarka.

45.  Jeigu hormony gamybai jvertinti naudojamas komercinis bandymuy rinkinys, hormony analiz¢ reikéty atlikti taip,
kaip nurodyta bandymy rinkinio gamintojo parengtoje instrukcijoje. Dauguma gamintojy yra sukire unikalig
procediira, pagal kurig atlieckamos hormony analizés. Praskiestus méginius reikia pakoreguoti taip, kad numatyta
hormony koncentracija kontroliniuose bandiniuose tirpikliuose i$sidéstyty apie pavienés analizés standartinés
kreivés tiesinés koreliacijos atkarpos vidurj (tinkamumo patvirtinimo ataskaitos (4) IIl priedélis). ] standartinés
kreivés tiesinés koreliacijos atkarpa nepatekusias reikmes reikéty atmesti.

46.  Galutiné hormony koncentracija apskai¢iuojama taip:

Pavyzdys

Ekstrahuota: 450 ul terpés

Atskiesta: 250 pl analizés buferiniame tirpale

Praskiesta atliekant analize santykiu 1:10 (kad méginys patekty i standartinés kreivés tiesinés kore-
liacijos atkarpa)

Hormony koncentracija atliekant 150 pg/ml (jau pakoreguota pagal koncentracijg mililitrui analizuoto

analize: méginio)

Regeneruota: 89 %

Galutiné hormony koncentracija (hormony koncentracija (viename mililitre) + regeneruota dalis) (praskie-
dimo faktorius)

Galutiné hormony koncentracija (150 pg/ml) = (0,89) x (250 /450 pl) x 10 = 936,3 pg/ml

Bandomosios koncentracijos pasirinkimas

47.  Analizé turéty bati atliekama ne maziau kaip du kartus. Jeigu bandomosios koncentracijos dydziy negalima pasi-
rinkti remiantis anksciau gauta informacija, pvz., informacija apie tirpumo ribas arba citotoksiskuma, analize atlie-
kant pirmg kartg, rekomenduojama bandomaja koncentracijg iSdéstyti desimtainio logaritmo (log,,) intervalais, kai
10-3 M - didziausia koncentracija. Jeigu cheminé medZiaga yra tirpi ir necitotoksiska esant jokiai bandomajai
koncentracijai ir pirmakart atliekant analize su bet kurio dydzio koncentracijos tirpalu, rezultatai buvo neigiami,
tuomet tai reikia patvirtinti dar viena analize tokiomis pat sglygomis, kokiomis buvo atlikta pirmoji (7 lentel¢).
Jeigu pirmakart atlikus analize, gauti rezultatai yra dviprasmiski (t. y. kartais iSreikStas pokytis yra statistiskai
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reik§mingas, palyginti su KBT, naudojant tik vieno dydZio koncentracijg) arba teigiami (t. y. kartais iSreikstas
pokytis naudojant dviejy ar gretimy dydziy koncentracija yra statistiskai reik§mingas), bandymg reikéty pakartoti,
kaip nurodyta 7 lenteléje, patikslinus pasirinktus bandomosios koncentracijos dydzius. Analiz¢ atliekant antrg ir
treCig kartg (jei taikytina), bandomaja koncentracija reikéty pakoreguoti remiantis pirmagkart atliktos analizés
rezultatais, koncentracijos dydzius i§déstant per 1/2-log nuo poveikj sukélusios koncentracijos (pvz., jeigu atliekant
pirming analiz¢ su 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1 000 uM koncentracijos tirpalais, indukcinis poveikis pasireiské
esant 1 ir 10 pM koncentracijai, antrgkart reikéty bandyti tokiy dydziy koncentracija: 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100
pM), nebent reikia maZesnés koncentracijos LOEC pasiekti. Pastaruoju atveju, analize atliekant antrg kartg reikéty
naudoti ne maziau kaip penkiy dydziy koncentracijg, mazesn¢ uz pirmgkart naudota maziausig koncentracijg,
taikant 1/2-log skale. Jeigu antrg karta atlikta analizé nepatvirtina pirmakart atliktos analizés rezultaty (t. y. naudo-
jant koncentracija, kuri £ 1 skiriasi nuo pries tai bandytos koncentracijos, kurios analizés rezultatai buvo teigiami,
statistiSkai reik§mingy rezultaty negauta), pirminio bandymo salygomis reikia atlikti tre¢iag bandyma. Pirma karta
atlikus analiz¢ gauti dviprasmiski rezultatai laikomi neigiamais, jeigu né viena i§ dviejy tolesniy analiziy nepatvir-
tino nustatyto poveikio. Dviprasmiskai rezultatai laikomi teigiamu atsaku (poveikiu), jeigu atsakg galima patvirtinti
bent dar viengkart atlikta analize, koncentracija pakoregavus * 1 (zr. 55 skyriy ,Duomeny aiskinimo tvarka“.)

7 lentelé

Sprendimy matrica pagal galimus rezultaty scenarijus

2014 8 21

1 bandymo kartas 2 bandymo kartas 3 bandymo kartas Sprendimas
Scenarijus Sprendimas Scenarijus Sprendimas Scenarijus Teigiamas Neigiamas
Rezultatai Patvirtinti (%) Rezultatai Nutraukti X
neigiami teigiami
Rezultatai Patvirtinti (%) Rezultatai Atlikti iSsa- Rezultatai X
neigiami teigiami mesne neigiami
analize ()

Rezultatai dvipras- | Atlikti i$sa- Rezultatai | Patvirtinti () | Rezultatai X
miski (<) mesng neigiami neigiami

analize ()
Rezultatai dvipras- | Atlikti i$sa- Rezultatai | Patvirtinti (?) Rezultatai X
miski (9 mesne neigiami teigiami

analize (V)
Rezultatai dvipras- | Atlikti iSsa- Rezultatai X
miski () mesne teigiami

analize (V)
Rezultatai teigiami | Atlikti i3sa- Rezultatai | Patvirtinti (?) | Rezultatai X

mesne neigiami teigiami

analize ()
Rezultatai Patvirtinti (%) Rezultatai Atlikti iSsa- Rezultatai X
neigiami teigiami mesne teigiami

analize ()
Rezultatai teigiami | Atlikti iSsa- Rezultatai Nutraukti X
mesne teigiami
analize (V)

%) Patvirtinti ankstesnio bandymo karto rezultatus taikant tokj pat eksperimento model;.
) Pakartoti analiz¢ koncentracijos dydzius i§déstant kas 1/2-log (pasirenkant koncentracijos dydzius, kurie nedaug skiriasi nuo

koncentracijos, kurios bandymo rezultatai atliekant ankstesnj eksperimentg buvo visai kitokie.
(9) Kartais ireikstas pokytis esant vienai koncentracijai statistiSkai reikSmingai skiriasi, lyginant su KBT.

Bandymo plokstelés kokybés kontrolé

Be kriterijy, kurie keliami KK plokstelei, reikia laikytis ir kity kokybés kriterijy, susijusiy su priimtinu rezultaty
kintamumu kartojant eksperimentg toje pacioje duobutéje, atliekant kartotinius bandymus, hormony matavimo
sistemy tiesinés priklausomybés ir jautrumo kintamumu, rezultaty kintamumu pakartotinai matuojant hormony
koncentracijg tame paciame méginyje (jei taikytina, Zr. 30 punktg dél ekstrahavimui keliamy reikalavimy) ir po
terpés ekstrahavimo regeneruoto papildomai suleisto hormono procentinés dalies kintamumu; Sie kriterijai patei-
kiami 8 lenteléje. Jeigu Sie kriterijai nejvykdyti, skaiciuokléje reikéty nurodyti, jog susijusio méginio atveju KK krite-
rijai nebuvo ivykdyti, ir reikéty atlikti pakartoting méginio analize arba iSbraukti to méginio duomenis i§
duomeny aibés.
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8 lentele.
Priimtini H295R analizés bandymy plokstelés parametry intervalai ir (arba) kintamumas (%)
LOQ: hormony matavimo sistemos LOQ VK: variacijos koeficientas; KBT: kontrolinis bandinys tirpiklis;
SSPM: skilimy skaicius per minutg.
Lyginama Testosteronas E2
Bazinis hormony gamybos lygis kontroliniuose Kartais didesnis uz LOQ > 5 kartus > 2,5 karto
bandiniuose tirpikliuose
Poveikio bandymai — Variacijos kontroliniuose Absoliucioji koncentracija <30 % <30 %
bandiniuose tirpikliuose toje pacioje ploksteléje
koeficientai (toje pacioje duobutéje
Poveikio eksperimentai — KBT skirtingose ploks- Pokytis kartais <30 % <30 %
telése VK (kartotiniai eksperimentai)
Hormony matavimo sistema — jautrumas Nustatomas sumazéjimas > 5 kartus > 2,5 karto
kartais, palyginti su KBT

Hormony matavimo sistema — Kartotiniy KBT Absoliucioji koncentracija <25% <25%
rodikliy VK (2)
Terpés ekstrahavimas— Vidinio 3H etalono rege- SSPM > 65 % nominaliosios reik§més
neravimas (jei taikytina)
(%) Kartotiniai to paties méginio rodikliai.
DUOMENU ANALIZE IR TEIKIMAS
Duomeny analizé

49.  Siekiant jvertinti santykinj cheminémis priemonémis pakeisto hormony gamybos lygio padidéjima ir (arba) suma-
7¢jimg, rezultatus reikia normalizuoti pagal viduting KBT verte kiekvienoje bandomojoje ploksteléje, o rezultatus
reikéty iSreiksti poky¢iu, lyginant su KBT kiekvienoje bandomojoje ploksteléje. Visi duomenys isreiskiami kaip
vidurkis + 1 standartinis nuokrypis (SN).

50. | duomeny analiz¢ jtraukiami tik ty duobuciy hormony duomenys, kuriose citotoksiskumas buvo maZzesnis nei
20 %. Santykiniai poky¢iai apskai¢iuojami taip:

Santykinis pokytis = (hormony koncentracija kiekvienoje duobutéje)+ (vidutiné hormony koncentracija visose
duobutése su kontroliniu bandiniu tirpikliu)

51.  Jeigu pazitréjus i duobute matyti arba 42 punkte aprasyta gyvybingumo ir (arba) citotoksiskumo analizé patvir-
tina, kad lasteliy skaiCius padidéjo, tariamg padidéjima reikia patikrinti ir patvirtinti. Jeigu lasteliy skaiciaus padidé-
jimas patvirtinamas, tai reikéty nurodyti bandymo ataskaitoje.

52.  Prie§ atliekant statistines analizes, reikéty jvertinti prielaidas dél normalumo ir sklaidos homogeniskumo. Norma-

liskumg reikéty vertinti naudojant standartinius tikimybiy grafikus ar kitus atitinkamus statistinius metodus (pvz.,
Sapiro ir Vilko (Shapiro-Wilk) kriterijy. Jeigu duomenys (poky¢iai kartais) nenormaliai pasiskirste, reikéty pamé-
ginti transformuoti duomenis, kad jie priartéty prie normaliojo skirstinio. Jeigu duomenys normaliai pasiskirste
arba artéja prie normaliojo skirtinio, skirtumus tarp cheminiy medZiagy koncentracijos grupiy ir kontroliniy
bandiniy tirpikliy reikéty analizuoti naudojant parametrinj kriterijy (pvz., Duneto (Dunnett) kriterijy), kai koncentra-
cija — nepriklausomas kintamasis, o atsakas (pokytis kartais) — priklausomas kintamasis. Jeigu duomenys pasiskirste
nenormaliai, reikéty naudoti atitinkamg neparametrinj kriterijy (pvz., Kruskalo ir Voliso (Kruskal Wallis) kriterijy,
Stylo keliy pusiy-vienpusj kriterijy (angl. Steel’s Many-one rank test); skirtumai laikomi reik§mingais kai p< 0,05.
Statistiniai vertinimai atliekami remiantis vidutinémis kiekvienos duobutés reik§mémis, kurios atspindi nepriklau-
somus pakartotinius duomeny taskus. Manoma, kad dél didelio doziy intervalo bandymg atliekant pirma karta
(log,, pagrista sklaida) daugeliu atveju nebus galimybés aprasyti aiskaus koncentracijos ir atsako rysio, kai dvi
didziausios dozés yra ant sigmoidinés kreivés tiesinés koreliacijos atkarpos. Todél analizuojant pirmo bandymo
karto ar bet kurias kitas duomeny aibes, kuriose bus $i salyga (pvz., kur negalima jvertinti didZiausio veiksmin-
gumo), bus taikoma I tipo fiksuoty kintamuyjy statistika, kaip aprasyta pirmiau.
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53.

54.

55.

56.

Jeigu kreivés tiesinés koreliacijos atkarpoje yra daugiau kaip du duomeny taskai ir kai galima apskai¢iuoti
didziausig veiksminguma — kaip numatoma kai kuriy antrg kartg atliekamy bandymuy, kai koncentracijos dydziai
isdéliojami kas puse logaritmo, atveju — veiksmingai koncentracijai (pvz., VK50 ir VK20) apskaiciuoti, reikéty
naudoti probito, logito arba kitg atitinkamg regresijos modelj.

Rezultatus reikéty pateikti ir grafiky (diagramy, kuriose pavaizduotas vidurkis £ 1 SN), ir lenteliy (LOEC, NOEC,
poveikio kryptis ir didZiausio atsako stiprumas, kuris yra dozés ir atsako santykio duomeny aibés dalis) forma
(Zr. pavyzdj 3 paveiksle). Duomeny vertinimas laikomas patikimu, jeigu jis pagristas ne maziau kaip du kartus
atliktais nepriklausomais bandymais. Eksperimentas arba bandymo kartas laikomas nepriklausomu, jeigu jis
atliktas skirtingomis datomis naudojant nauja tirpaly ir kontroliniy bandiniy rinkinj. Bandymg atliekant antrg ir
trecig kartg (jei reikia), koncentracijos intervalg galima pakoreguoti remiantis pirmo bandymo karto rezultatais,
siekiant tiksliau apibrézti dozés ir atsako santykio intervalg, kuriame yra LOEC (Zr. 47 punktg).

3 paveikslas

Duomeny, gauty atlikus H295R analize, vertinimo ir pateikimo grafiko ir lentelés forma pavyzdys.

Zvaigzduté rodo statistiskai reik§mingus skirtumus, palyginti su KBT (p< 0,05). LOEC: maZiausio pastebéto
poveikio koncentracija; DidZiausias pokytis: didZiausias atsako, stebéto esant bet kuriai koncentracijai, stiprumas,
palyginti su vidutinio atsaku KBT (= 1).

forskolinas letrozolas
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Cheminé medziaga LOEC DidZiausias pokytis
Forskolinas 0,01 0,15 karto
Letrozolas 0,001 29 kartus

Duomeny aiskinimo tvarka

Bandomoji cheminé medZiaga laikoma teigiama, jeigu kartais isreiksta indukcija statistiskai skiriasi (p < 0,05) nuo
KBT esant dviejy gretutiniy dydziy koncentracijai atlikus nepriklausomus bandymus ne maziau kaip du kartus
(7 lentelé). Bandomoji cheminé medziaga laikoma neigiama, jeigu atlikus nepriklausomus bandymus du kartus, jy
rezultatai buvo neigiami, arba jeigu atlikus nepriklausomus tris kartus, dviejy i§ jy rezultatai buvo neigiami, o
vieno — dviprasmiski arba teigiami. Jeigu trijy nepriklausomy eksperimenty metu gauti duomenys neatitinka
7 lenteléje i§vardyty sprendimo kriterijy, eksperimenty rezultatai priskiriami prie neaiskintiny duomeny. Rezul-
taty, kurie gauti koncentracijai virSijant tirpumo ribas arba esant citotoksiskai koncentracijai, negalima jtraukti
rezultaty aiskinima.

Bandymo ataskaita

Bandymo ataskaitoje turéty bati $i informacija:

Bandymg atliekanti jstaiga

— istaigos pavadinimas ir vieta;
— tyrimo vadovas, kiti personalo nariai ir jy pareigos atliekant tyrimg;

— tyrimo pradzios ir pabaigos datos.
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Bandomoji cheminé medZiaga, reagentai ir kontroliniai bandiniai

— Identifikaciniai duomenys (pavadinimas ir (arba) atitinkamas CAS Nr.), Saltinis, serjjos ir (arba) partijos
numeris, grynumas, tiekéjas ir bandomosios cheminés medziagos, reagenty ir kontroliniy bandiniy apibadi-
nimas;

— bandomosios cheminés medziagos fizinis pobidis ir atitinkamos fizikinés ir cheminés savybés;

— bandomyjy cheminiy medziagy, reagenty ir kontroliniy bandiniy saugojimo salygos bei paruosimo badas ir
daznis;

— bandomosios cheminés medziagos stabilumas.

Lgstelés
— Lasteliy saltinis ir risis;
— bandyme naudojamy lgsteliy pasazy skaicius (Iasteliy pasazy identifikacinis Zyméjimas);

— lasteliy kultdiry priezidros tvarkos apraymas.

Pries atliekant bandymg keliami reikalavimai (jei taikytina)

— Cheminés medziagos poveikio hormony analizés tikslumui bandymo apraSymas ir rezultatai;
— hormony ekstrahavimo veiksmingumo matavimy apragymas ir rezultatai;
— visy analitiniy analiziy, kurias numatoma atlikti, standartiné ir kalibravimo kreivés;

— pasirinkty analitiniy analiziy aptikimo ribos.

Bandymo sglygos

— Terpés sudétis;

— bandomosios cheminés medziagos koncentracija;

— lasteliy tankis (apskaiCiuota arba nustatyta Igsteliy koncentracija po 24 ir 48 valandy);
— bandomosios cheminés medZiagos tirpumas (tirpumo riba, jei nustatyta);

— inkubavimo laikas ir sglygos.

Bandymo rezultatai

— Neapdoroti kiekvienoje duobutéje esancio kontrolinio bandinio ir bandomyjy cheminiy medziagy duomenys:
pasikartojantys rodikliai originaliy duomeny, uZzfiksuoty prietaisu, kuriuo matuojama hormony gamybos
apimtis, forma (pvz., OD, fluorescenciniai vienetai, SSPM ir kt.);

— skirstinio normaliskumo patvirtinimas arba duomeny transformacijos paaikinimas;
— vidutinis atsakas + 1 SN kiekvienoje duobutéje, kuri buvo vertinta;

— citotoksiskumo duomenys (bandomoji koncentracija, kuri sukélé citotoksiskuma);
— patvirtinimas, kad KK reikalavimai jvykdyti;

— santykinis pokytis, palyginti su KBT, pakoreguotas atsizvelgiant j citotoksiskuma;

— diagrama, kurioje pavaizduotas santykinis pokytis (pokytis kartais) esant kiekvienai koncentracijai, SN ir statis-
tinio reik§mingumo lygiui, kaip nurodyta 49-54 punktuose.

Duomeny aiskinimas

— Vadovaudamiesi nustatyta tvarka, paaiskinkite rezultatus ir aptarkite nustatytus faktus.

Rezultaty aptarimas

— Ar atsizvelgiant i tyrimo duomenis, yra poZymiy, rodanciy, kad netiesioginis poveikis gliukokortikoidy ir
mineralkortikoidy reakcijy sekoms galéjo paveikti testosterono ir E2 duomenis?

I$vados
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Priedélis

SAVOKOS

Uzpildymas - lasteliy uZimama ploto dalis arba leidZziama proliferacijos apimtis mitybos terpéje.
Cheminé medziaga — medZiaga arba misinys.

VK - variacijos koeficientas; tai — skirstinio standartinio nuokrypio ir jo aritmetinio vidurkio santykis.

CYP - (angl. gytochrome P450) citochromo P 450 monooksigenazés; tai — geny grupé ir dél jy gaminami fermentai,
kurie dalyvauja katalizuojant labai daug jvairiy biocheminiy reakcijy, jskaitant steroidiniy hormony sintez¢ ir metabo-
lizma.

SSPM - skilimy skai¢ius per minutg; tai — per minute tam tikrame radioaktyviosios medziagos kiekyje skilusiy atomy
skaicius.

E2 - 17p-oestradiolis, svarbiausias estrogenas Zinduoliy sistemose.

H295R lgstelés — Zmogaus antinksciy Zievés karcinomos lastelés, kurios turi pagal sritis nediferencijuoty Zmogaus
vaisiaus antinks¢iy Iasteliy fiziologines savybes ir kurios ekspresuoja visus steroidogenezés reakcijy sekoje dalyvaujancius
fermentus. Jy galima isigyti i§ ATCC.

Uzsaldymo terpé - naudojama lgsteliy uzsaldymui ir uz3aldyty lasteliy saugojimui. Tai — pradiné terpé, sumaiSyta su
priedu ,BD Nu-serum* ir dimetilsulfoksidu.

Tiesinés koreliacijos atkarpa — pagal hormony matavimo sistemos duomenis sudarytos standartinés kreivés atkarpa,
kurioje rezultatai proporcingi méginyje esancios analités koncentracijai.

LOQ - (angl. Limit of Quantification) kiekybinio nustatymo riba; tai — mazZiausias cheminés medziagos kiekis, kurj
galima atskirti nuo nesamo cheminés medziagos kiekio (tusCiosios vertés) neperzengiant nustatytos pasikliautinumo
ribos. Sio metodo tikslais naudojamg LOQ, jeigu nenurodyta kitaip, paprastai nustato bandymo sistemy gamintojas.

LOEC - (angl. Lowest Observed Effect Concentration) maZiausia pastebéto poveikio koncentracija; tai — maziausia koncent-
racija, kurig naudojant analizés metu pasireiskes atsakas statistiskai skiriasi nuo nustatyto naudojant kontrolinj bandinj
tirpiklj.

NOEC - (angl. No Observed Effect Concentration) nepastebéto poveikio koncentracija; tai — didZiausia isbandyta koncent-
racija, kuriai esant per analiz¢ nenustatyta teigiamo atsako.

Pasazas — skaicius, reiskiantis, kiek karty lastelés pasidalijo nuo lasteliy iSauginimo i§ uzsaldytos pradinés lasteliy
kultiiros. Pirminis i§ uz3aldytos pradinés lasteliy kultGiros paimtos lastelés pasazas Zymimas vienetu (1). Vieng kartg pasi-
dalijusios lastelés Zenklinamos kaip antro pasazo lgstelés ir t. t.

FBDT - Dulbecco fosfatinis buferinis drusky tirpalas.
Kokybés kontrolé — santrumpa KK;tai — priemonés, biitinos duomeny patikimumui uZztikrinti.

Kokybés kontrolés plokstelé — 24 duobuciy plokstelé, kurioje yra dviejy dydziy koncentracijos teigiamo ir neigiamo
kontroliniy bandiniy ir kuri naudojama naujos Iasteliy grupés veiksmingumui stebéti arba kaip teigiama analizés kontrolé
atliekant cheminiy medziagy bandymus.

Bandymo kartas — nepriklausomas eksperimentas, kurj atliekant naudojamas naujas tirpaly ir kontroliniy bandiniy
rinkinys.

Pradiné terpé — pagrindas kitiems reagentams ruosti. Ji sudaryta i§ modifikuotos terpés ,Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium“ (DMEM) ir maisto medZiagy misinio ,Ham’s F-12“ (F12), santykiu 1:1 sumai§yty 15 mM buferinio tirpalo
HEPES, be fenolio raudonojo ir natrio bikarbonato. Natrio bikarbonatas jmai§omas kaip buferinis tirpalas, Zr. tinkamumo
patvirtinimo ataskaitos (4) Il priedéli.

Priedais papildyta terpé — tai pradiné terpé, sumaiSyta su priedu ,BD Nu-Serum“ ir misiniu ,JTS+ premium®, Zr.
tinkamumo patvirtinimo ataskaitos (4) II priedélj.
Steroidogenezé - sintezés reakcijy seka, kurios metu cholesterolis virsta jvairiais steroidiniais hormonais. Keli steroidy

sintezés reakcijy sekos tarpiniai junginiai, kaip antai progesteronas ir testosteronas, ne tik patys yra svarbiis hormonai,
bet ir atlieka tolesniame sintezés reakcijy sekos etape atlieka susidaranc¢iy hormony pirmtaky funkcija.

Testosteronas — vienas i§ dviejy svarbiausiy androgeny Zinduoliy sistemose.
Bandomoji cheminé medZziaga — bet kuri medziaga ar misinys, bandomas taikant § bandymy metoda.

Bandomoji plokstelé — plokstele, kurioje H295R Iastelés veikiamos bandomosiomis cheminémis medziagomis.
Bandomojoje ploksteléje yra kontrolinio bandinio tirpiklio ir bandomosios cheminés medziagos; naudojamos septyniy
dydziy koncentracijos cheminés medziagos ir kiekvienos koncentracijos medziaga bandoma trijose duobutése.

Tripsinas 1X — praskiestas fermento tripsino (kasos serino proteazés) tirpalas, naudojamas siekiant atskirti lasteles nuo
lasteliy auginimo plokstelés, Zr. tinkamumo patvirtinimo ataskaitos (4) Il priedél;.
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B.58. GRAUZIKY SOMATINIU IR EMBRIONINIY LASTELIY TARPGENINIU MUTACIJU ANALIZE

I[VADAS

1. Sis bandymy metodas atitinka EBPO Bandymy gaires (angl. OECD Test Guideline (TG)) Nr. 488 (2013). Pagal
esamus ES bandymy metodus galima atlikti daug ivairios in vitro mutacijy analizés, padedancios aptikti chromo-
somy ir (arba) geny mutacijas. Turima bandymy metody, skirty in vivo vertinamosioms baigtims (t. y. chromo-
somy aberacijoms ir nenumatytai DNR sintezei) tirti; taCiau per tuos bandymus geny mutacijos néra vertinamos.
Transgeniniy grauziky (angl. TGR) mutacijy analize patenkinamas poreikis turéti praktiska ir placiai prieinama
metoda in vivo bandymy geny mutacijoms vertinti.

2. Transgeniniy grauziky mutacijy analizé buvo nuodugniai isnagrinéta (24) (33). Sioje analizéje naudojamos trans-
geninés Ziurkés ir pelés, kuriy chromosomose yra daug integruoty plazmidziy arba fagy universaliy vektoriy
kopijy. Transgeninés lastelés turi reporteriniy geny, pagal kuriuos aptinkamos bandomyjy cheminiy medziagy in
vivo sukeltos jvairaus pobadzio mutacijos.

3. Grauziko organizme vykstancios mutacijos skaiCiuojamos i$skiriant transgeng ir analizuojant reporterinio geno
neturincios bakterijos nesiotojos reporterinio geno fenotipg. Atliekant transgeniniy grauziky geny mutacijy analizg
jvertinamos praktiskai i§ bet kurio grauziky organy audinio i$skirty genetiskai neutraliy geny mutacijos. Todél
atliekant $ig analize i$vengiama daugelio esamy apribojimy, susijusiy su in vivo endogeniniy geny mutacijy tyri-
mais (pvz., ne visi audiniai tinka analizei, neigiama|teigiama mutacijy atranka).

4. I$ jrodomosios vertés analizés matyti, kad transgenai reaguoja | mutagenus panasiai kaip endogeniniai genai, ypa¢
tais atvejais, kai vertinamos baziy pory pakaitos, skaitymo rémelio poslinkio mutacijos, nedidelés delecijos ir
intarpai (24).

5. Per tarptautinius genotoksis$kumo bandymy seminarus (angl. IWGT) patvirtinta, kad transgeniniy grauziky geny
mutacijy analize galima taikyti in vivo geny mutacijoms nustatyti, ir rekomenduotas analizés jgyvendinimo proto-
kolas (15) (29). Sis bandymy metodas parengtas pagal tas rekomendacijas. I$samesné analiz¢é, kuria pagrindziamas
Sio protokolo taikymas, pateikta (16).

6.  Numatoma, kad ateityje transgeniniy grauziky geny mutacijy analiz¢ galblit bus galima sujungti su kartotiniy
doziy toksiskumo tyrimu (Sio priedo B.7 skyrius). Taciau reikia surinkti duomenis, kuriais biity patvirtinta, kad
transgeniniy grauziky geny mutacijy analizés jautrumas nepakis, jei laikotarpis nuo paskutinés dozés davimo iki
méginiy paémimo bus trumpesnis, t. y. viena diena, — toks laikotarpis yra taikomas per kartotiniy doziy toksikolo-
ginj tyrimg, — o ne trys dienos, kaip atliekant transgeniniy grauziky geny mutacijy analiz¢. Taip pat reikia surinkti
duomenis, kuriais biity parodyta, jog tai, kad naudojama transgeniné, o ne tradiciné grauziky veislé, neturés
neigiamos jtakos kartotiniy doziy analizei. Kai $ie duomenys bus turimi, bandymy metodas bus atnaujintas.

7. Pagrindiniy savoky apibréztys pateiktos priede.

PRADINIAI ASPEKTAI

8.  Transgeniniy grauziky geny mutacijy analizé, kurios taikymui pagal §j bandymy metodg pagristi yra turima
pakankamai duomeny, yra: bakteriofago su lacZ genu analizé naudojant peles (Muta™Mouse analizé); lacZ geno
plazmidés analizé naudojant peles; gpt delta (gpt ir Spi-)analizé naudojant peles ir Ziurkes; lacl geno analizé naudo-
jant peles ir Ziurkes (Big Blued), kai $io jvairaus pobiidZio analizé atliekama standartinémis saglygomis. Be to, muta-
cijoms jvertinti pagal Big Blue® ir Muta™Mouse modelius galima taikyti cII teigiamos atrankos analize. Pagal
transgeniniy grauziky modelius mutagenezé paprastai yra vertinama skai¢iuojant mutacijy daznj; taciau jeigu
reikia, i§ molekulinés mutacijy analizés galima gauti papildomos informacijos (zr. 24 punktg).

9.  Sie grauziky in vivo geny mutacijy bandymai ypa¢ tinka mutageniniam pavojui vertinti, nes analizés rezultatai
priklauso nuo in vivo metabolizmo, farmakokinetikos, DNR pazaidy reparacijos ir apeinancios pazaidas
DNR sintezés, nors $ie rezultatai gali skirtis dél gyviiny rasies, audinio ir DNR pazaidos pobtidzio. Geny mutacijy
in vivo analizé yra naudinga, kai norima i§samiau istirti in vitro sistema nustatyta mutageninj poveikj ir papildyti
bandymy, per kuriuos naudotos kitos in vivo vertinamosios baigtys, rezultatus (24). Geny mutacija yra ne tik prie-
Zastiniais rySiais susijusi su véZiniais susirgimais — ji yra svarbi vertinamoji baigtis prognozuojant mutacijy suke-
liamas nevézines somatiniy audiniy ligas (12) (13) ir per embrioniniy lasteliy linija perduodamas ligas.
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10. Kai turima duomeny, kad bandomoji cheminé medZiaga arba atitinkamas metabolitas nepasieks né vieno is
reikiamy audiniy, transgeniniy grauziky geny mutacijy analiz¢ atlikti néra tikslinga.

BANDYMUY METODO PRINCIPAS

11.  Atliekant 8 punkte aptarta analiz¢ tirjamasis genas — pagal kilme bakterinis arba bakteriofaginis — i§ grauziko
genomo DNR yra i§gaunamas transgena jterpus j A bakteriofago arba plazmidés universaly vektoriy. Per $ig proce-
diirg i§ reikiamo grauziko audinio genomo DNR isskiriama, paruosiama in vitro (t. y. liambda vektoriy pakavimas,
plazmidziy ligacija ir elektroporacija universaliam vektoriui iSgauti), paskui nustatomos bakterijose nesiotojose
tam tikromis salygomis vykstanc¢ios mutacijos. Analizei naudojami neutraliis transgenai, kuriuos lengva isskirti i3
daugumos audiniy.

12, Per pagrindinj transgeniniy grauziky geny mutacijy bandymg grauzikui tam tikrg laika duodama cheminé
medziaga. Chemines medziagas galima duoti bet kuriuo tam tinkamu baidu, taip pat ir implantuojant (pvz., kai
bandyme naudojami medicininiai prietaisai). Visas laikotarpis, kuriuo gyviinui duodamos dozés, vadinamas
medZiagos davimo laikotarpiu. Pasibaigus medziagos davimo laikotarpiui, iki gyviiny numarinimo cheminé medziaga
paprastai nebeduodama, o neistaisytos DNR pazaidos fiksuojamos kaip stabilios mutacijos. Literattiros $altiniuose
Sis laikotarpis vadinamas jvairiai: pasireiskimo, fiksavimo arba ekspresijos laikotarpiu; Sio laikotarpio pabaiga yra
méginiy émimo laikas (15) (29). Gyviing numarinus genomo DNR yra izoliuojama i3 reikiamo (-y) audinio (-iy) ir
iSgryninama.

13.  Vieno gyviino audinio duomenys, gauti i§ keliy pakavimo/ligacijos operacijy, dazniausiai yra sumuojami, mutacijy
daznis paprastai jvertinamas imant 10°107 ploksteles arba kolonijas sudaranciy vienety. Kai taikomi teigiamos
atrankos metodai, bendras ploksteles sudaranciy vienety skaicius yra nustatomas naudojant atskirg neselektyviy
léksteliy rinkinj.

14.  Teigiami atrankos metodai buvo sukurti tam, kad baty lengviau surasti gpt geno mutacijas [gpt delta analizé
naudojant peles ir Ziurkes, gpt - fenotipo analizé (20) (22) (28)] ir lacZ geno analizé [Muta™Mouse arba lacZ plaz-
midziy analizé naudojant peles (3) (10) (11) (30)]; lacl geny mutacijos Big Blue® gyviiny organizmuose nusta-
tomos naudojant neselektyvy metods, kuriuo mutacijos nustatomos pagal spalvoty (mélyny) ploksteliy susida-
ryma. Yra ir teigiamos atrankos metody, kuriuos galima taikyti A bakteriofago universalaus vektoriaus cII geno
taskinéms mutacijoms nustatyti [analizé¢, kai naudojamos Big Blue® pelés arba Ziurkés, ir Muta™Mouse analizé
(17)] ir X red ir gam geny delecijos mutacijoms nustatyti [Spi - atrankos analizé naudojant gpt delta peles ir Ziurkes
(21) (22) (28)]. Mutacijy daznis apskai¢iuojamas ploksteliy/plazmidziy, kuriose yra transgeno mutacijy, skaiciy
padalijus i§ bendro ploksteliy/plazmidziy, i$skirty i§ to paties DNR méginio, skai¢iaus. TGR geny mutacijy tyri-
muose mutacijy daznis yra vienas i§ ataskaitoje nurodomy parametry. Be to, mutacijy daznis gali bati apskaiciuo-
jamas kaip lasteliy, nesanciy nepriklausomas mutacijas, dalis; Sio skaiCiavimo rezultatus reikia koreguoti pagal
kloning ekspansija, kuri jvertinama pagal i$skirty mutacijy seka (24).

15. Mutacijas, skai¢iuojamas atliekant lacl, lacZ, cIl ir gpt taskiniy mutacijy analiz¢, pirmiausia sudaro baziy pory
pakaitos, skaitymo rémelio poslinkio mutacijos ir nedideli intarpai/delecijos. Santykiné $iy tipy mutacijy dalis,
palyginti su savaiminémis mutacijomis, yra panasi | endogeninio Hprt geno. Dideliy delecijy nustatoma tik atlie-
kant Spi - atrankos ir lacZ plazmidziy analiz¢ (24). Tiriamos mutacijos — peléms arba Ziurkéms in vivo pasireis-
kian¢ios mutacijos. In vitro ir ex vivo mutacijos, kurios gali kilti per fagy/plazmidziy iSgavos, sintezés arba pazaidy
reparacinius procesus, yra santykinai retos ir kai kuriose sistemose gali biiti specialiai pazymimos arba atmetamos
taikant bakterijos nesiotojos|teigiamos atrankos sistema.

METODO APRASYMAS

Paruosiamieji darbai

Gyviiny riisies parinkimas

16.  Siuo metu galima taikyti jvairius transgeniniy peliy geny mutacijos nustatymo modelius, $ios sistemos naudo-
jamos placiau negu transgeniniy Ziurkiy modeliai. Jeigu Ziurkiy modelis yra akivaizdZiai tinkamesnis negu peliy
(pvz., kai tiriamas tik ziurkéms nustatomy augliy karcinogenezés mechanizmas ir $is tyrimas derinamas su toksis-
kumo Ziurkéms tyrimu arba jeigu yra Zinoma, kad Ziurkiy metabolizmas geriau atspindi Zmoniy metabolizma),
reikéty apsvarstyti galimybe naudoti transgeniniy Ziurkiy modelius.
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Laikymo ir $érimo sglygos

17. Bandomuyjy gyviiny patalpos temperatiira turi biiti 22 °C (x 3 °C). Nors santykiné drégmé turéty biiti maZziausiai
30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %, iSskyrus patalpos plovimo laika, reikéty siekti, kad santykiné oro
drégme buty 50-60 %. Apsvietimas turéty bati dirbtinis — pakaitomis 12 h $viesos ir 12 h tamsos per parg. Gyvi-
nams Serti tinka jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras, o geriamojo vandens kiekis neribojamas. Jei bando-
moji medziaga duodama su pasarais, juos renkantis turi bati uztikrinama, kad bandomaja medziaga baty galima
tinkamai su jais sumaiSyti. Gyviinai turéty biti laikomi maZzomis grupémis (ne daugiau kaip po penkis) tos pacios
lyties gyviinus, jeigu néra agresyvaus elgesio pavojaus. Moksliskai pagristais atvejais gyvinus galima laikyti
atskirai.

Gyviiny paruosimas

18.  Sveiki jauni lytiskai subrende gyviinai (kuriy amzius pradedant duoti cheming medziagg yra 8-12 savaiciy) atsitik-
tine tvarka suskirstomi i kontroling ir dozes gaunancig grupes. Kiekvienas gyviinas paZenklinamas unikalia Zyma.
Gyvinams leidZziama aklimatizuotis prie laboratoriniy salygy maziausiai 5 dienas. Narveliai i§déstomi taip, kad
baty kiek jmanoma sumazintas bet koks galimas poveikis dél narvelio vietos. Bandymo pradzioje gyviiny svorio
variacija turi bati kuo maZesné; jy svoris turi bati ne didesnis kaip = 20 % atitinkamos lyties gyviiny vidutinio
svorio.

Doziy ruosimas

19. Kietosios bandomosios cheminés medziagos prie§ duodant gyviinams turéty bati istirpinamos atitinkamuose
tirpikliuose ar nesikliuose arba turéty bati paruosta jy suspensija, prireikus jos jmaiSomos i pasarg arba geriamaji
vandenj. Skystos bandomosios cheminés medziagos gali bati duodamos i§ karto arba prie tai praskiestos. Jeigu
bandomoji cheminé medZiaga duodama per kvépavimo takus, ja galima duoti dujy, gary arba kieto/skysto aero-
zolio pavidalu atsizvelgiant i tai, kokios yra jos fizikinés ir cheminés savybés. Naudojami $viezi bandomosios
cheminés medziagos preparatai, nebent duomenys apie medziagos stabilumg rodo, kad ja galima laikyti.

Bandymo salygos
Tirpiklis/nesiklis

20. Naudojamos tirpiklio ar nesiklio dozés neturéty kelti jokio toksinio poveikio ir neturéty kilti spélioniy, kad jis gali
chemiskai reaguoti su bandomaja chemine medziaga. Jeigu naudojami kiti maZiau Zinomi tirpikliai/nesikliai, pries
pradedant juos naudoti reikia pateikti jy tinkamumg jrodancius duomenis. Jeigu yra jmanoma, pirmiausia reko-
menduojama naudoti vandeninj tirpiklj arba nesiklj.

Teigiamos kontrolés grupés

21.  Paprastai reikéty naudoti lygiagrecios teigiamos kontrolés grupiy gyviinus. Taciau kiekviena laboratorija, kuri yra
jrodziusi savo kompetencija (Zr. 23 punkta) ir kuri $ig analize atlieka nuolat, metodo sékmingumui patvirtinti gali
i kiekvieng bandymg jtraukti ankstesniy bandymy teigiamos kontrolés gyviny DNR. Per ankstesnius bandymus
paimtos DNR turéty biiti ty paiy riisiy gyviny ir audiniy ir tinkamai laikomos (Zr. 36 punktg). Kai naudojamos
lygiagrecios teigiamos kontrolés grupés, dozes joms néra bitina duoti tuo paciu badu, kokiu yra duodama bando-
moji cheminé medziaga; taciau turéty bati jrodyta, kad viename arba keliuose reikiamuose teigiamos kontrolés
grupés gyviny audiniuose dél bandomosios cheminés medziagos vyksta mutacijos. Teigiamos kontrolés grupei
duodamos cheminés medziagos dozés turéty biti pasirenkamos tokios, kad sukelty silpng arba vidutinj poveikj,
pagal kurj baty galima kritiSkai vertinti analizés rezultatyvumg ir jautrumg. Teigiamos kontrolés cheminiy
medZziagy pavyzdziai ir kai kurie jy veikiami audiniai yra iSvardyti 1 lenteléje.

1 lentelé

Teigiamos kontrolés cheminiy medzZiagy pavyzdziai ir kai kurie jy veikiami audiniai

Teigiamos kontrolés Mutacijos tikslinis organas

Einecs pavadinimas ir

cheminé medziaga ir Ei N Apibiidinimas -
CAS Nr. tnecs A Ziurkiy Peliy
N-etil-N-nitrozoslapalas | N-etil-N-nitrolapalas | Tiesiogiai veikiantis Kepenys, | Kauly ¢iulpai, gaubtiné
[CAS Nr. 759-73-9] [212-072-2] mutagenas plauciai 7Zarna, gaubtinés Zarnos

epitelis, plonoji Zarna,
kepenys, plauciai,
bluznis, inkstai, kiausi-
dziy granuliozinés
lastelés, patinéliy
embrioninés lastelés
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Teigiamos kontrolés Einecs pavadinimas ir Mutacijos tikslinis organas
cheminé medziaga ir E?necs Nr Apibiidinimas -

CAS Nr. ) Ziurkiy Peliy
Etilkarbamatas Uretanas Mutagenas, reikalingas Kauly ¢iulpai, pries-
(uretanas) [200-123-1] metabolizmas, bet krandis, plonoji Zarna,
[CAS Nr. 51-79-6] pasireiskia tik silpnas kepenys, plauciai,

poveikis bluznis
2,4-Diaminotoluenas 4-metil-m-fenilenedia- | Mutagenas, reikalingas | Kepenys Kepenys
[CAS Nr. 95-80-7] minas metabolizmas,
[202-453-1] teigiamas atliekant Spi-
analize
Benzo[a]pirenas Benzo[def]chrizenas Mutagenas, reikalingas | Kepenys, | Kauly ¢iulpai, kritys,
[CAS Nr. 50-32-8] [200-028-5] metabolizmas taukiné gaubtiné Zarna, pries-
krandis, liaukiné skran-
dzio dalis, $irdis,
kepenys, plauciai, pati-
néliy embrioninés
lastelés

Neigiamos kontrolés grupés

22.  Kiekvieng kartg j imamus méginius reikéty jtraukti neigiamos kontrolés grupiy, kurioms buvo duodamas tik
tirpiklis arba tik nesiklis ir kurios visais kitais aspektais buvo laikomos tomis paciomis salygomis kaip dozes gavu-
sios grupés, méginius. Jeigu neturima anksciau surinkty arba néra anksciau paskelbty kontroliniy duomeny, i3
kuriy baty matyti, kad pasirinktas tirpiklis/nesiklis nesukelia delecijy arba nedaro mutageninio poveikio, kiekvieng
kartg | imamus meéginius reikéty jtraukti ir kontroliniy grupiy, kurioms medZiagos neduota, méginius, taip
siekiant nustatyti, ar nesiklio kontrolinés grupés meéginiai yra tinkami.

Laboratorijos kompetencijos patikrinimas

23.  Kompetencija atlikti $ig analize reikéty patikrinti jrodant, kad pagal paskelbtus duomenis gebama atkartoti Siuos
numatytus rezultatus (24): 1) mutacijy daznio naudojant teigiamas kontrolines chemines medziagas (iskaitant
silpng atsakg), pavyzdziui, i§vardytas 1 lenteléje, nemutagenus ir kontrolinius nesiklius; ir 2) transgeny i§gavos is
genomo DNR (pvz., pakavimo efektyvumo).

Mutacijy sekos nustatymas

24, Reguliavimo tikslais nereikalaujama nustatyti mutacijy DNR sekos, ypa¢ kai gaunami aiskiis teigiami arba neigiami
rezultatai. Tadiau nustatytos sekos duomenys gali biti naudingi, kai pastebima atskiry atvejy skirtumy. Tuomet
seka gali biiti nustatoma tam, kad bty galima atmesti mutacijy banko (angl. jackpot) arba klonavimosi tikimybe, —
nustatoma unikaliy mutacijy konkre¢iame audinyje dalis. Norint nustatyti, ar kloninés mutacijos prisidéjo prie
mutacijy daznio, daZniausiai pakanka nustatyti mazdaug 10 mutacijy viename vieno gyviiny audinyje seka; norint
matematiskai pakoreguoti mutacijy daznj, atsizvelgiant j kloniskuma gali prireikti nustatyti bent 25 mutacijy
sekas. Galimybé nustatyti mutacijy sekg svarstytina ir tada, kai pastebimas $ioks toks mutacijy daznio padidéjimas
(t. y. nedaug virsijantis kontroliniy grupiy, kurioms medziagos neduodama, vertes). Mutacijy spektro skirtumai
tarp mutuojanciy kolonijy palyginus gyviinus, kuriems medziagos duodama, ir gyvinus, kuriems medziagos
neduodama, gali padéti patvirtinti mutageninj poveikj (29). Mutacijy spektras taip pat gali bati naudingas plétojant
mechanistines hipotezes. Jeigu sekos nustatyma ketinama jtraukti i tyrimo protokolg, reikéty ypac atkreipti démesj
i tokiy tyrimy struktiirg, ypac i vieno méginio mutacijy seky skaiciy, tam, kad pagal taikomg statistinj modelj baty
uztikrinta pakankama statistiné galia (Zr. 43 punktg).

BANDYMO PROCEDURA

Gyvany skaiCius ir lytis

25.  Gyviny skai¢ius vienoje grupéje nustatomas i§ anksto ir turéty bati toks, kad gyviny pakakty statistinei galiai
uztikrinti ir kad baty galima nustatyti bent mutacijy daZnio dvigubéjima. Grupe turi sudaryti ne maziau kaip
penki gyviinai; tadiau jeigu statistiné galia nepakankama, gyviny skaiciy reikéty didinti tiek, kiek reikia. Paprastai
naudojami patinéliai. Tam tikrais atvejais biina pagrindo bandymus daryti tik su patelémis; pavyzdziui, kai
bandomi konkreciai moterims skirti vaistai arba kai tirlamas moterims badingas metabolizmas. Jeigu tarp ly¢iy
yra dideliy toksiskumo arba metabolizmo skirtumy, reikia naudoti ir patinélius, ir pateles.
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Doziy davimo laikotarpis

26. Kadangi pastebéta, jog mutacijos didéja su kiekviena doze, dozes reikia kartoti, duoti kasdien 28 dienas. Paprastai
manoma, kad toks laikotarpis yra pakankamas ir tam, kad silpni mutagenai sukelty pakankamai mutacijy, ir tam,
kad veikimo laiko pakakty nustatyti mutacijoms organuose, kuriy lastelés létai proliferuoja. Kai kuriems vertini-
mams atlikti gali bati tikslinga taikyti kitokj dozavimo rezimg; alternatyviis dozavimo rezimai turéty biiti moks-
liskai pagristi protokole. Dozés neturéty biti duodamos trumpiau, negu reikia visiems atitinkamiems metabolizuo-
jantiems fermentams iki galo suZadinti; jeigu dozés duodamos trumpiau, gali tekti paskirti kelis méginiy surin-
kimo laiko momentus, tinkamus organams, kuriy lasteliy proliferacijos tempas yra skirtingas. Bet kuriuo atveju
protokolui pagristi reikéty remtis visa turima informacija (pvz., apie bendraji toksiskumg arba metabolizmg,
farmakokinetika), ypac¢ tada, kai nukrypstama nuo pirmiau iSdéstyty standartiniy rekomendacijy. Nors esant ilges-
niam negu 8 savaitiy doziy davimo laikotarpiui ir blity lengiau pasiekti didesnj jautruma, tai reikéty tiksliai paais-
kinti ir pagristi, nes dozes duodant ilgiau, mutacijy daznumas gali akivaizdziai padidéti dél kloninés ekspan-
sijos (29).

Dozés dydziai

27.  Doziy dydis turéty biti pagristas dozés dydZzio intervalo nustatymo tyrimo, kuriuo vertintas bendrasis toksis-
kumas ir per kurj buvo taikytas tas pats medziagos davimo biidas, rezultatais arba ankstesniais potimio toksis-
kumo bandymy rezultatais. Tos pacios grauziky veislés netransgeniniai gyviinai gali bati naudojami dozés dydzio
intervalui nustatyti. Atliekant pagrindinj bandyma ir norint surinkti informacija apie atsakg j dozes, i§ viso per
tyrima reikéty naudoti neigiamos kontrolés grupe (zr. 22 punkta), ne maziau kaip trijy dydziy, kurie skiriasi tinka-
mais intervalais, dozes, i$skyrus tuos atvejus, kai naudojama ribiné dozé (zr. 28 punktg). DidZiausia dozé turéty
bati maksimali toleruojama dozé (MTD). MTD laikoma dozé, kuri sukelia tokius toksiskumo poZymius, kad pagal
tg pacia sekg duodama didesné dozé biity mirtina. Cheminéms medziagoms, pasizyminc¢ioms specifiniu biologiniu
aktyvumu, kai jy dozés biina mazos ir netoksiskos (pavyzdziui, hormonams ir mitogenams), ir cheminéms
medziagoms, kurioms biidinga toksikokinetiniy savybiy saturacija, gali bati taikoma dozés dydZzio nustatymo
kriterijy i$imtis; Sias chemines medzZiagas reikéty vertinti kiekvienu atveju atskirai. Naudojamy doziy dydis turéty
apimti intervalg nuo maksimalios dozés iki tokios, kuri yra labai mazai toksiska arba visai netoksiska.

Ribinis bandymas

28.  Jeigu i§ duomeny, gauty per dozés dydzio intervalo nustatymo bandymus arba bandymus su giminingomis grau-
ziky veislémis, matyti, kad tais atvejais, kai duodama dozé yra ne mazesné uz ribing (Zr. toliau), jokio pastebimo
toksinio poveikio nebiina, ir, remiantis struktiiriskai panasiy cheminiy medziagy bandymy duomenimis, manoma,
kad medziaga neturéty biti genotoksiska, i§samus bandymas su trijy dydziy dozémis gali bati nebitinas. Kai
doziy davimo laikotarpis yra 28 dienas (t. y. dozés duodamos kasdien 28 dienas), ribiné dozé yra 1 000 mg/kg
kiino masés per dieng. Jeigu dozé duodama 14 dieny arba trumpiau, ribiné dozé yra 2 000 mg/kg kiino masés
per dieng (jeigu doziy davimo grafikas yra kitoks, dozés duodamos ne 28 dienas kasdien, tai protokole reikéty
moksliskai pagristi, Zr. 26 punkta).

Doziy davimas

29. Bandomoji cheminé medzZiaga paprastai biina duodama per zonda, naudojant skrandZio zondg arba tinkamg intu-
bacinj vamzdelj. Apskritai rengiantis atlikti analize reikéty atsizvelgti j numatomg Zmogaus salyc¢io su medziaga
btdg. Todél kitus saly¢io su medziaga budus (su geriamuoju vandeniu, poodinémis, intraveninémis injekcijomis,
uzdéjus ant odos, per kvépavimo takus, lasinant i trachéjg, su pasaru, implantuojant) galima taikyti, kai juos
galima pagristi. Injekcijos i pilva nerekomenduojamos, nes fiziologiskai is biidas néra artimas Zmogaus saveikos
su medziaga badui. Maksimalus skyscio, kurj galima duoti per zondg arba susvirksti per vieng kartg, taris
priklauso nuo bandomojo gyviino dydzio. Sis tiiris neturéty biiti didesnis kaip 2 ml/100g kiino masés. Didesnio
nei §is tirio naudojimg reikéty pagristi. I§skyrus dirginancias ar ésdinan¢ias medziagas, kuriy didesnés koncentra-
cijos paprastai sukelia sunkesnj poveiki, bandomojo tiirio svyravimai turi bati kuo maZzesni: koncentracija pakore-
guojama taip, kad visy doziy taris bity toks pats.

Méginiy émimo laikas
Somatinés Igstelés

30.  Méginiy émimo laikas yra svarbus veiksnys, nes ji nulemia mutacijoms pasireiksti reikalingas laikotarpis. Sis laiko-
tarpis priklauso nuo audinio ir yra susijes su lasteliy populiacijos dalijimosi ciklo trukme: kauly ¢iulpy ir plono-
sios Zarnos atsakas biina greitas, kepeny — létesnis. Tinkamas kompromisas mutacijy dazniui matuoti ir tuose
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audiniuose, kuriy lasteliy proliferacija yra sparti, ir tuose, kuriy lasteliy proliferacija yra léta, — dozes duoti
28 dienas i§ eilés (kaip nurodyta 26 punkte), o méginius imti praéjus trims dienoms po paskutinés dozés davimo;
vis délto audiniuose, kuriy lasteliy proliferacija yra léta, didziausias mutacijy daznis Siomis salygomis dar gali bati
nepasiektas. Jeigu audiniai, kuriy lasteliy proliferacija yra léta, yra ypac svarbis, tada méginius gali bati tikslinga
paimti véliau, po 28 dieny nuo 28 dieny doziy davimo laikotarpio pabaigos (16) (29). Tokiais atvejais méginiai
imami véliau, ne po 3 dieny; tai reikéty moksliskai pagristi.

Embrioninés Igstelés

31.  Transgeniniy grauziky analizé labai tinka patinéliy embrioninése Igstelése (7) (8) (27) sukeltoms geny mutacijoms
tirti, nes spermatogenezés laikas ir kinetika yra tiksliai apibrézta (27). Kadangi kiausinéliy, kuriuos bity galima
analizuoti, skaiCius biina nedidelis, net ir jvykus superovuliacijai, ir kadangi oocituose DNR sintezé¢ nevyksta,
mutacijy pateliy embrioninése lgstelése transgenine analize nustatyti negalima (31).

32.  Patinéliy embrioniniy lasteliy méginiy paémimo laikg reikéty pasirinkti taip, kad j méginj patekty jvairios jvairiais
vystymosi etapais paveiktos embrioninés lastelés ir kad tuo etapu, kada imamas méginys, embrioninés lastelés
buty pakankamai paveiktos. Peliy embrioniniy lgsteliy vystymosi nuo spermatogoniniy kamieniniy lasteliy iki
subrendusiy spermatozoidy, kurie pasiekia séklinj lataka/antséklidzio uodegg, laikotarpis trunka apie 49 dienas (36),
ziurkiy — apie 70 dieny (34) (35). Jeigu dozés duodamos 28 dienas, o paskui po trijy dieny paimami méginiai,
méginiy, paimty i§ sékliniame latake/antséklidZio uodegoje susikaupusios spermos (7) (8), lastelés bus buvusios
veikiamos apytiksliai vélesniuoju spermatogenezés laikotarpiu, kuris apima mejozinj ir pomejozinj etapus, bet
neapima spermatogonijy arba kamieniniy lasteliy etapo. Norint tinkamai paimti lasteliy, kurios salyc¢io su
medZiaga laikotarpiu buvo spermotogininés kamieninés lgstelés, méginius i§ séklinio latako/antséklidZio uodegos,
reikia méginius imti véliau, praéjus ne maziau kaip 7 savaitéms (kai naudojamos pelés) arba 10 savaiciy (kai
naudojamos Ziurkés) nuo doziy davimo laikotarpio pabaigos.

33.  Lasteles, paimtas i§ sékliniy kanaléliy laikantis 28 + 3 dieny rezimo, sudaro misri populiacija, atspindinti visus
embrioniniy Iasteliy vystymosi etapus (7) (8). Vertinant geny mutacijoms nustatyti paimtus $iy lasteliy méginius
gauti duomenys apie etapus, kuriais sukeliamos embrioniniy lgsteliy mutacijos, bus ne tokie tikslis kaip tuo
atveju, kai spermatozoidy méginiai paimami i§ séklinio latako/antséklidzio uodegos (nes i§ kanaléliy paimtuose
méginiuose yra jvairaus pobidZio embrioniniy lasteliy, | $ia lasteliy populiacija patenka kai kurios somatinés
lastelés). Taciau jeigu lasteliy méginiai paimami ne tik i§ sékliniame kanale/antséklidZio uodegoje esanciy sperma-
tozoidy, bet ir i§ sékliniy latakéliy, laikantis tik 28 + 3 dieny méginiy émimo rezimo, yra paimama lasteliy, kurios
buvo veikiamos visais pagrindiniais embrioninés lastelés vystymosi etapais, ir tokie méginiai gali bati naudingi kai
kuriems embrioniniy lasteliy mutagenams nustatyti.

Stebéjimai

34.  Bendrus klinikinius stebéjimus reikia atlikti maZiausiai karta per diena, geriausiai tuo paciu dienos metu, atsi-
zvelgiant | numatomy poveikiy pika. Gyviny sveikatos biikle reikia registruoti. Maziausiai du kartus per dieng visi
gyviinai turéty bati patikrinami — ar negaista, ar nenugaise. Visi gyviinai turéty biiti sveriami bent kartg per savaite
ir numarinant. Suvartojamo pasaro kiekis turi baiti matuojamas bent kas savaite. Jeigu bandomoji medZiaga
duodama su geriamuoju vandeniu, suvartoto vandens kiekj reikéty iSmatuoti kaskart, kai vanduo kei¢iamas, ir
bent kartg per savaite. Gyvinus, kuriems pasireiskia nemirtini pernelyg didelio toksiskumo poZymiai, reikéty
numarinti iki bandymo pabaigos (23).

Audiniy surinkimas

35.  Audiniy surinkimg reikéty aiskiai apibrézti. Kadangi galima tirti praktiskai bet kuriame audinyje sukeltas muta-
cijas, audinius, kurie bus surenkami, reikéty pasirinkti remiantis tyrimo paskirtimi ir visais turimais tiriamos
cheminés medziagos mutageniskumo, karcinogeniskumo arba toksiskumo duomenimis. Svarbiis veiksniai, i
kuriuos reikéty atsizvelgti, — tai davimo budas (pagal tai, koks (-ie) yra tikétinas (-i) Zmogaus sgly¢io su medziaga
budas (-ai)), numatomas pasiskirstymas audinyje, galimas veikimo mechanizmas. Jeigu bendros informacijos néra,
reikéty surinkti kelis galin¢ius bati svarbius somatinius audinius. Tarp jy turéty bati greitos lasteliy proliferacijos,
létos Igsteliy proliferacijos audiniai ir audiniai i§ salycio vietos. Taip pat reikéty paimti spermatozoidy i§ séklinio
latako/antséklidzio uodegos, besivystanciy embrioniniy lasteliy i3 sékliniy kanaléliy (kaip paaiskinta 32 ir 33 punk-
tuose) ir saugoti tam atvejui, jeigu ateityje prireikty atlikti embrioniniy lasteliy mutageniSkumo analiz¢. Organus
reikéty pasverti; jei organai didesni, i3 visy gyviiny reikéty surinkti vienoda jy plota.
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Audiniy ir DNR saugojimas

36. Audinius (arba audiniy homogenatus) reikéty saugoti — 70 °C arba Zemesnéje temperatiiroje ir panaudoti
DNR izoliavimui per 5 metus. Izoliuota DNR, kuri saugoma susaldyta 4 °C atitinkamoje buferinéje medziagoje,
mutacijy analizei geriausia panaudoti per vienus metus.

Audiniy atranka mutacijy analizei atlikti

37.  Audinius reikéty pasirinkti pagal Siuos kriterijus: 1) tai, kaip dozés duodamos arba kurioje vietoje jvyksta pirmasis
salytis (pvz., liaukiné skrandzio dalis, jeigu dozés duodamos per virskinamajj trakta, plaudiai, jeigu dozés
duodamos per kvépavimo takus, arba oda, jeigu dozés dedamos ant kurios nors odos vietos); 2) bendrojo toksis-
kumo tyrimuose pastebimus farmakokinetinius parametrus, i§ kuriy matyti, kaip medziaga pasiskirsto, islieka arba
kaupiasi audiniuose arba kuriuos audinius veikia toksiskai. Jeigu tyrimai atliekami karcinogeniskumo tyrimams
papildyti, reikéty atkreipti démesj j audinius, kuriems daromas karcinogeninis poveikis. Audinius analizei reikéty
pasirinkti taip, kad baty galima kuo tiksliau aptikti chemines medziagas, kurios tiesiogiai veikia kaip in vitro muta-
genai, yra greitai metabolizuojamos, labai reaktyvios arba sunkiai absorbuojamos, arba chemines medziagas,
kurias duodant tikslinis audinys nustatomas pagal jos davimo biida (6).

38.  Jeigu anks¢iau surinktos informacijos neturima, tada, atsizvelgiant i saly¢io vieta pagal doziy davimo biidg, muta-
geniSkumg reikéty jvertinti bent kepenims ir bent vienam audiniui, kurio Igstelés sparciai dalijasi (pvz., liauking
skrandzio dali, kauly ¢iulpus). Dauguma atvejy pirmiau idéstytus reikalavimus galima jvykdyti analizuojant du
kruopsciai atrinktus audinius, bet kai kuriais atvejais reikés analizuoti tris arba daugiau audiniy. Jeigu yra pagrindo
nerimauti konkreciai dél poveikio embrioninéms lasteléms, taip pat ir dél teigiamo somatiniy lasteliy atsako,
reikéty jvertinti, ar embrioniniy Igsteliy audiniuose nevyksta mutacijy.

Matavimo metodai

39.  Standartinius laboratorinius arba paskelbtus mutacijy nustatymo metodus galima taikyti, kai vykdoma $iy modeliy
transgeniné analizé: lacZ lambda bakteriofagy ir plazmidziy (30); lacI peliy (2) (18); gpt delta peliy (22); gpt delta
ziurkiy (28); cII (17). Pakeitimus reikéty pagristi ir tinkamai aprasyti. Keliy pakavimy duomenis galima sumuoti ir
panaudoti reikiamam ploksteliy arba kolonijy skai¢iui gauti. Taciau tai, kad reikia didesnio pakavimo reakcijy skai-
Ciaus, kad biity gautas reikiamas ploksteliy skaicius, gali biity netinkamos DNR kokybés pozymis. Tokiais atvejais
duomenis reikéty vertinti atsargiai, nes jie gali bati nepatikimi. Optimalus ploksteliy arba kolonijy skaicius
viename DNR méginyje priklauso nuo statistinés pakankamo mutacijy skaiciaus aptikimo tikimybés esant pasi-
rinktam savaiminiy mutacijy dazniui. Bendrais atvejais, kai savaiminiy mutacijy daZnis yra apie 3 x 10, reikia ne
maziau kaip 125 000-300 000 ploksteliy (15). Kai atlickama Big Blue® lacl analizé, svarbu parodyti, kad, lygia-
greciai i kiekvieng lékstele jterpus atitinkamas spalvy kontrolines priemones, galima nustatyti visy fenotipy spalvy
mutacijas. Audinius ir i§ jy paimtus méginius (duomenis) reikéty apdoroti ir analizuoti bloko principu, pagal kurj
nesiklio/kontrolinés grupés, teigiamos kontrolés grupés (jei ji naudojama) arba teigiamos kontrolés DNR (jei
naudojama) ir kiekvienos bandomosios grupés duomenys biity apdorojami kartu.

DUOMENYS IR ATASKAITA

Rezultaty apdorojimas

40.  Kiekvieno gyviino bandymy rezultatai turéty biti pateikiami lentelése. Gyviinas yra eksperimentinis vienetas. Atas-
kaitoje reikéty nurodyti bendrg lasteliy ploksteles sudaranciy vienety (angl. pfu) arba kolonijas sudaranciy vienety
(angl. cfu) skai¢iy, mutacijy skaiciy, kiekvieno gyvino kiekvieno audinio mutacijy daznj. Jeigu vyksta kelios paka-
vimo/islaisvinimo reakcijos, reikéty nurodyti vienam DNR meéginiui tenkanciy reakcijy skaiCiy. Reikéty saugoti
kiekvienos reakcijos duomenis, bet ataskaitoje nurodyti tik bendrg pfu arba cfu skaiciy. Reikéty nurodyti 34 punkte
paaiskintus toksiskumo duomenis ir klinikinius poZymius. Reikéty nurodyti kiekvienos analizuotos mutacijos
sekos nustatymo rezultatus, apskaiciuota kiekvieno gyviino ir audinio mutacijy daznj.

Statistinis rezultaty jvertinimas ir aiSkinimas

41. Teigiamg rezultata galima nustatyti pagal keleta kriterijy, pavyzdziui, nuo dozés dydzio priklausomy mutacijy
daznio padidéjimg arba akivaizdy mutacijy daznio padidéjimg, gyviinams gavus pavieng doze ir paémus viena
méginj, palyginti su tirpiklio/nesiklio kontroline grupe. Norint gauti pakankamai duomeny dozés ir atsako tarpu-
savio rySiui jvertinti, reikéty analizuoti bent tris bandomasias dozés grupes. Nors pirmiausia reikia siekti, kad
rezultatai baity biologiskai aktualis, bandymo rezultatams jvertinti kaip pagalbing priemone galima taikyti atitin-
kamus statistinius metodus (4) (14) (15) (25) (26). Pagal taikomus statistinius testus eksperimentiniu vienetu turéty
bati laikomas gyviinas.
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42.  Jei tiriant bandomaja cheming medziaga gaunami rezultatai, neatitinkantys pirmiau paminéty kurio nors audinio
kriterijy, medZiaga pagal $ia analiz¢ laikoma nemutageniska. Kad neigiamas rezultatas bty biologiskai priimtinas,
audinio salytj su medziaga reikéty patvirtinti.

43, DNR sekai analizuoti galima taikyti jvairius rezultatus aiskinti padedancius statistinius metodus (1) (5) (9) (19).

44, Patikrinus duomenis apie tai, ar stebimos vertés patenka j anks¢iau nustatytg kontrolinj intervala, galima gauti
papildomos informacijos atsako biologiniam reik§mingumui jvertinti (32).

Bandymo ataskaita

45.  Bandymo ataskaitoje turéty biti §i informacija:

Bandomoji cheminé medZiaga:

— tapatumo duomenys ir CAS Nr., jei Zinomas;

— Saltinis, partijos numeris, jei yra;

— fizikiné bisena ir grynumas;

— atliekamam bandymui svarbios fizikinés ir cheminés savybés;

— bandomosios cheminés medziagos stabilumas, jei Zinomas.

Tirpiklis/nesiklis:

— priezastys, dél kuriy buvo pasirinktas $is nesiklis;

— bandomosios cheminés medziagos, esancios tirpiklyje/nesiklyje, tirpumas ir stabilumas, jei yra Zinomas;
— preparaty su pasarais, geriamuoju vandeniu arba inhaliaciniy preparaty ruo$imas;

— analitiniai preparaty determinantai (pvz., stabilumas, vienalytiskumas, nominalioji koncentracija).

Bandomieji gyviinai:

— rasis/veislé ir jy pasirinkimo pagrindimas;
— gyvuny skaicius, amzius ir lytis;

— Saltinis, laikymo salygos, pasaras ir kt.;

— kiekvieno gyviino svoris prie§ pradedant bandymg ir kiekvienos grupés svorio intervalas, vidurkiai bei standar-
tinis nuokrypis.

Bandymo sglygos:

— teigiamos ir neigiamos (tirpiklis/nesiklis) kontrolés duomenys;

— dozés dydzio intervalo nustatymo bandymo duomenys;

— pagrindiné priezastis, nulémusi dozés dydzio pasirinkimg;

— duomenys apie bandomosios medziagos paruosimg;

— i8samiis duomenys apie bandomosios cheminés medziagos davimo biids;
— pagrindiné priezastis, nulémusi davimo btido pasirinkima;

— toksiskumo gyviinams matavimo metodai, jskaitant, jei galima, histopatologing arba hematologine analizg, tai,
kaip daznai gyviinai buvo stebimi ir buvo matuojama jy kiino masé;

— metodai, kuriais patvirtinama, kad bandomoji cheminé medziaga pateko j veikiamg organg arba bendraja
apytaka, jei gauti neigiami rezultatai;

— bandomosios cheminés medziagos koncentracijos paSaruose ir (arba) geriamajame vandenyje (ppm) perskaicia-
vimas i tikrgjg doz¢ (mg/kg kiino masés per parg) ir suvartojimas, jei tinka;

— i$sami informacija apie pasaro ir vandens kokybe;

— i§samus veikimo bandomagja medziaga ir méginio paémimo tvarkaras¢io aprasymas, pasirinkimo pagrindimas;
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— eutanazijos metodas;
— audiniy izoliavimo ir konservavimo procediiros;

— grauziky genomo DNR izoliavimo, transgeny islaisvinimo i§ genomo DNR, transgeninés DNR perkélimo |
bakterijas nesiotojas metodai;

— visy lgsteliy, priemoniy rinkiniy ir reagenty (jei naudojami) Saltinis, partijos numeris;
— mutacijy skai¢iavimo metodai;
— mutacijy molekulinés analizés metodai ir jy naudojimas mutacijy daZniui tikslinti pagal kloniskuma ir (arba)

mutacijy dazniui skaiciuoti, jei reikia.

Rezultatai:

— gyvino buklé iki bandymo ir per bandyma, jskaitant toksiskumo pozymius;
— kiino ir organo masé numarinimo metu;
— apie kiekviena audinj/gyviing: mutacijy skaicius, vertinty ploksteliy arba kolonijy skai¢ius, mutacijy daznis;

— apie kiekvieng audinj/gyviiny grupe¢: vienam DNR méginiui tenkanciy pakavimo reakcijy skai¢ius, bendras
mutacijy skaicius, vidutinis mutacijy daznis, standartinis nuokrypis;

— dozés ir atsako tarpusavio rySys (jei jmanoma nurodyti);

— apie kiekviena audinj/gyving: nepriklausomy mutacijy skaicius, vidutinis mutacijy daZnis, jeigu molekuliné
mutacijy analizé buvo atlikta;

— lygiagrecios kontrolés ir ankstesni kontroliniai duomenys, nurodant intervalus, vidurkius ir standartinius
nuokrypius;

— lygiagrecios teigiamos kontrolés (arba nelygiagrecios DNR teigiamos kontrolés) duomenys;

— analitiniai determinantai, jei yra (pvz., DNR koncentracija, naudota pakavimui, DNR sekos nustatymo
duomenys);

— statistinés analizés ir metodai, jei taikyta.

Rezultaty aptarimas

I$vada
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Priedélis

APIBREZTYS

Doziy davimo laikotarpis: visas laikotarpis, kuriuo gyviinui duodamos dozés.

Baziy poros pakaita: mutacijos pobadis, kai viena DNR nukleotido bazé pakeitiama kita DNR nukleotido baze.
Kapsidé: viruso dalel¢ gaubiantis baltyminis apvalkalélis.

Cheminé medziaga: medzZiaga arba miinys.

Kloniné ekspansija: didelio skaiciaus lasteliy pasigaminimas i§ vienos (mutavusios) lastelés.

Kolonijas sudarantis vienetas (angl. cfu): gyvybingy bakterijy skaiCiaus matas.

Konkatemeras: ilga istisiné biomolekul¢, susidedanti i3 keliy identisky serijomis susijungusiy kopijy.

Cos vieta: vienos gijos DNR 12 nukleotidy segmentas, esantis abiejuose lambda bakteriofago dvigubos gijos genomo
galuose.

Delecija: mutacija, per kurig i§ genomo prarandamas nukleotidas arba daugiau nukleotidy (seka).
Elektroporacija: elektros impulsy taikymas lasteliy membranos pralaidumui didinti.
Endogeninis genas: genomui budingas genas.

Ekstrabinominé variacija: didesné kartotinio populiacijos dalies jvercio variacija negu bty galima tikétis, jeigu popu-
liacija turéty binominj skirstinj.

Skaitymo rémelio poslinkio mutacija: genetiné mutacija, kylanti dél keliy jsiterpusiy arba dingusiy nukleotidy, kuriy
skai¢ius DNR sekoje, kuriuo koduojamas baltymas/peptidas, nesidalija i§ trijy.

Iterpimas: vienos arba keliy nukleotidy baziy pory jterpimas j DNR seka.
Bankas (angl. jackpot): didelis skaicius mutacijy, kurios kilo i§ vienos mutacijos dél kloninés ekspansijos.

Didelés delecijos: daugiau negu keleto kilobaziy delecijos DNR (kurios efektyviai nustatomos atliekant Spi - atrankos
ir lacZ plazmidziy analize).

Ligacija: dviejy DNR molekulés galy kovalentiskas susijungimas naudojant DNR ligaze.

Mitogenas: cheminé medziaga, kuri stimuliuoja lasteliy dalijimosi pradzia, paskatindama mitoze (pvz., lasteliy daliji-
masi).

Neutralus genas: genas, kurio nepaveiké nei teigiami, nei neigiami atrankos veiksniai.

Pakavimas: infekciniy fago daleliy sintezé i§ fago kapsidés ir uodegos baltymy preparato ir fago DNR molekuliy konka-
temero. Paprastai naudojamas DNR, klonuotai i lambda vektoriy (atskirtai cos vietomis), pakuoti j infekcines lambda
daleles.

Pakavimo efektyvumas: tai, kaip efektyviai supakuoti bakteriofagai yra i§skiriami bakterijose nesiotojose.

Ploksteles sudarantis vienetas (angl. pfu): gyvybingy bakteriofagy skaiciaus matas.

Taskiné mutacija: bendra sgvoka, kuria Zymimos mutacijos, paveikiancios tik nedidele DNR seka, jskaitant nedidelius
jterpimus, delecijas ir baziy pory pakaitas.

Teigiama atranka: metodas, pagal kurj gali islikti tik mutacijos.
Reporterinis genas: genas, pagal kurj mutaves geno produktas yra lengvai nustatomas.

Méginiy émimo laikas: laikotarpio iki gyviiny numarinimo, kuriuo cheminé medZiaga neduodama ir kuriuo neistai-
sytos DNR pazaidos fiksuojamos kaip stabilios mutacijos.
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Universalus vektorius: vektorius, kuris yra sudarytas taip, kad gali daugintis dviejy skirtingy riisiy nesiotojuose; todél
i universaly vektoriy jterpta DNR galima bandyti arba ta DNR galima manipuliuoti dviejy skirtingy tipy lastelése arba
dviejuose skirtinguose organizmuose.

Bandomoji cheminé medZiaga: bet kuri pagal § bandymy metoda bandoma medziaga arba miginys.

Transgeninis: organizmas, kurio genomas buvo pakeistas vieng arba kelis genus perkélus i kity raisiy, ir tai, kas yra su
tuo organizmu susij¢ arba yra jo dalis.”
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