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(Istatymo galios neturintys teisés aktai)

REGLAMENTAI

KOMISIJOS REGLAMENTAS (ES) Nr. 640/2012
2012 m. liepos 6 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 | Sutartj dél Europos Sgjungos veikimo,

atsizvelgdama j 2006 m. gruodzio 18 d. Europos Parlamento ir
Tarybos reglamentg (EB) Nr. 1907/2006 dél cheminiy medziagy
registracijos, jvertinimo, autorizacijos ir apribojimy (REACH),
jsteigiantj Europos cheminiy medZiagy agentiirg, i§ dalies
keiciantj Direktyva 1999/45/EB bei panaikinantj Tarybos regla-
mentg (EEB) Nr.793/93, Komisijos reglamenta (EB)
Nr. 1488/94, Tarybos direktyva 76/769/EEB ir Komisijos direk-
tyvas 91/155/EEB, 93/67/EEB, 93/105/EB bei 2000/21/EB (1),
ypac i jo 13 straipsnio 3 dalj,

kadangi:

(1)  Komisijos reglamente (EB) Nr.440/2008 (%) pateikti
bandymy metodai, kuriais, taikant Reglamentg (EB)
Nr. 1907/2006, turi bati nustatomos cheminiy medziagy
fizikinés ir cheminés savybés, toksiskumas ir ekotoksis-
kumas;

(2)  Reglamenta (EB) Nr.440/2008 batina atnaujinti jtrau-
kiant | ji prioritetinius naujus ir atnaujintus neseniai
OECD patvirtintus alternatyvius bandymy metodus, taip
siekiant sumazinti eksperimentiniais tikslais naudojamy
gyvany skaiciy, kaip nustatyta 2010 m. rugséjo 22 d.

() OL L 396, 2006 12 30, p. 1.
() OL L 142, 2008 5 31, p. 1.

Europos Parlamento ir Tarybos direktyvoje 2010/63/ES
dél mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsaugos (%) ir
1986 m. lapkric¢io 24 d. Tarybos direktyvoje 86/609/EEB
dél valstybiy nariy jstatymy ir kity teisés akty, susijusiy
su eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamy
gyviiny apsauga, suderinimo (*. Dél $io projekto konsul-
tuotasi su suinteresuotosiomis Salimis;

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

(4)  Siame reglamente numatytos priemonés atitinka pagal
Reglamento (EB) Nr.1907/2006 133 straipsnj jsteigto
komiteto nuomone,

PRIEME S] REGLAMENTA;

1 straipsnis

Reglamento (EB) Nr. 440/2008 priedas i3 dalies keic¢iamas pagal
§io reglamento prieda.

2 straipsnis
Sis reglamentas jsigalioja trecig dieng po jo paskelbimo Europos
Sgjungos oficialiajame leidinyje.

() OL L 276, 2010 10 20, p. 33.
(4 OL L 358, 1986 12 18, p. 1.
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Sis reglamentas yra privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje 2012 m. liepos 6 d.

Komisijos vardu
Pirmininkas
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PRIEDAS

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

1. B.42 skyrius keiciamas taip:

,B.42. ODOS JAUTRINIMAS. VIETINIO LIMFMAZGIO BANDYMAS

JVADAS

1.

OECD Cheminiy medziagy bandymo gairés ir jomis pagristi ES bandymo metodai periodiskai persvarstomi
atsizvelgiant | mokslo pazangg, kintancias reguliavimo reikmes ir gyviny gerovés sumetimais. Anksciau buvo
patvirtintas pradinis bandymo metodas (BM) peliy odos jautrinimui nustatyti — vietinio limfmazgio bandymas
(angl. Local Lymph Node Assay, LLNA; OECD bandymy metodika 429; Sio priedo B.42 skyrius)(1). LLNA tinka-
mumo patvirtinimas ir susijusiy darby apzvalga paskelbta (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 3altiniuose.
Atnaujintas LLNA pagristas patirties ir moksliniy duomeny jvertinimu (12). Tai yra antrasis BM, parengtas
cheminiy medziagy (medZiagy ir miiniy) sukeliamo gyviiny odos jautrinimo potencialui jvertinti. Pagal kita
BM (t. y. OECD bandymy metodika 406; Sio priedo B.6 skyrius) taikomi bandymai su jiros kiaulytémis,
pirmiausia maksimizacijos ir Buehlerio bandymas su jaros kiaulytémis (13). LLNA turi tam tikry pranaSumy
pries B.6 ir OECD bandymy metodika 406 (13) gyviiny gerovés prasme. Sis atnaujintas LLNA bandymy metodas
apima rinkinj naudojimo charakteristiky standarty (angl. Performance Standards, PS) (1 priedélis), kuriuos galima
taikyti naujy ir (arba) modifikuoty bandymo metody, kurie funkciskai ir mechanistiskai panasas j LLNA, tinka-
mumo patvirtinimo baklei jvertinti, laikantis OECD rekomendacinio dokumento Nr. 34 (14).

LLNA tiriamas odos jautrinimo indukcinis etapas ir gaunami kiekybiniai duomenys, tinkami dozés ir atsako
sarysiui jvertinti. Reikia pazymeéti, kad silpni arba vidutiniai jautrikliai, kurie yra rekomenduoti kaip tinkamos
teigiamo poveikio kontrolinés medziagos (angl. positive control chemicals, PC) bandymams su jary kiaulytémis (t. y.
B. 6; OECD bandymy metodika 406) (13), tinka naudoti LLNA metodui (6) (8) (15). Siame BM kaip vienas i3
varianty apraSytas ir sumazintojo LLNA (rLLNA) metodas, kurj taikant galima biity naudoti iki 40 % maziau
gyvany (16) (17) (18). rLLNA gali bati taikomas, kai reguliavimo reikméms bdtina patvirtinti odos jautrinimo
potencialo neigiamg prognoze, jei laikomasi visy kity LLNA protokolo specifikacijy, aprasyty $iame BM. Neigiamo
rezultato prognozé turi buti grindziama visa turima informacija, kaip apraSyta 4 skirsnyje. Pries taikant rLLNA
metodg, turi bati pateikiamas jo taikymo aiskus pagrindimas ir loginis pagrindas. Jei, skirtingai, nei tikétasi,
atlickant rLLNA gaunamas teigiamas arba dviprasmis rezultatas, gali prireikti papildomy bandymy rezultatams
isaiskinti arba patikslinti. rLLNA neturéti bati taikomas odg jautrinanciy bandomyjy medziagy pavojingumui
nustatyti, kai reikalinga informacija apie dozés ir atsako sarysj, pvz., skirstant | kategorijas pagal Reglamenta
(EB) Nr.1272/2008 dél cheminiy medzZiagy ir misiniy klasifikavimo, Zenklinimo ir pakavimo ir JT pasaulinés
suderintos cheminiy medziagy klasifikavimo ir Zenklinimo sistemos.

APIBREZTYS

3.

Vartojamos apibréztys pateiktos 2 priedélyje.

PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

4.

LLNA yra pakaitinis metodas potencialiai odg jautrinanc¢ioms cheminéms medziagoms nustatyti. Nereikia manyti,
kad visais atvejais vietoj bandymo su jiry kiaulytémis (t. y. B.6; OECD bandymy metodika 406) (13), reikia taikyti
LLNA bandyma; tai labiau reiskia, kad $is bandymas yra lygiavertis ir gali bti taikomas kaip pakaitinis metodas,
pagal kurj teigiamy ir neigiamy rezultaty paprastai nebereikia papildomai patvirtinti. Prie§ atlikdama tyrima,
bandymy laboratorija turi apsvarstyti visa turimg informacija apie bandomaja medziaga. Tokia informacija
apima bandomosios medziagos tapatumg ir cheming struktiirg, jos fizikines ir chemines savybes, visy kity
bandomosios medziagos in vitro arba in vivo toksiskumo bandymy rezultatus ir giminingos strukttiros medziagy
toksikologinius duomenis. Si informacija turi biiti apsvarstyta, siekiant nustatyti, ar LLNA tinka medziagai bandyti
(atsizvelgiant i tam tikry medZiagy tipy nesuderinamuma su LLNA — 7r. 5 skirsnj), ir siekiant parinkti tinkama
doze.

LLNA yra in vivo metodas, todél alerginiam kontaktiniam jautrinimui jvertinti naudojami gyviinai. Taciau taikant §j
metodg yra galimybé sumazinti Siam tikslui reikalingy gyviiny skaiciy. Be to, LLNA yra i§ esmés geresnis gyviiny
naudojimo budas (kelia maziau skausmo ir kanciy) bandant alerginj kontaktinj jautrinimg. LLNA yra pagristas
imunologiniy reidkiniy, kuriuos cheminés medziagos sukelia jautrinimo indukcijos etapu, nagrinéjimu. Kitaip nei
darant bandymus su jiry kiaulytémis (t. y. B.6; OECD bandymy metodika 406) (13), taikant LLNA nereikia sukelti
ypa¢ didelio odos jautrumo reakcijy. Be to, taikant LLNA nereikia naudoti adjuvanty, kurie reikalingi darant
maksimizacijos bandyma su jiry kiaulytémis (13). Taigi LLNA sumazina gyviny skausma ir kancias. Nepaisant
LLNA pranasumy prie§ B.6 ir OECD bandymy metodika 406, reikia pripazinti, kad yra tam tikry apribojimy, dél
kuriy gali tekti taikyti B.6 ir OECD bandymy metodika 406 (13) (pvz., klaidingi neigiami rezultatai tiriant kai
kuriuos metalus LLNA metodu, klaidingi teigiami rezultatai tiriant tam tikrus odos dirgiklius (pvz., kai kurias
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pavirsinio aktyvumo medziagy tipo chemines medziagas))(19) (20), arba bandomosios medziagos tirpumas). Be to,
deél cheminiy medziagy klasiy arba medziagy, kuriose yra funkciniy grupiy, veikianciy kaip galimos klaidinan-
Ciosios medziagos (21), gali tekti atlikti bandymus su jury kiaulytémis (t. y. B.6; OECD bandymy metodika 406)
(13). Negana to, remiantis ribota tinkamumo patvirtinimo duomeny baze, kurig daugiausia sudaro pesticidy
preparatai, pastarojo tipo bandomyjy medziagy atveju labiau tikétinas teigiamas rezultatas taikant LLNA, nei
bandymg su jiros kiaulytémis (22). Taciau, kai bandomi preparatai, galima apsvarstyti galimybe jtraukti keleta
panasiy medziagy, kuriy rezultatai Zinomi, kaip palyginamasias medziagas, ir taip jrodyti, kad LLNA yra tinkamas
(Zr. 16 skirsnj). I3skyrus tokius nustatytus apribojimus, LLNA taikytinas bandant bet kurias medziagas, nebent tos
medziagos turi tokiy savybiy, dél kuriy sumazéty LLNA tikslumas.

BANDYMO METODO PRINCIPAS

6. Pagrindinis principas, kuriuo pagristas LLNA metodas, yra jautrikliy sukelta pirminé limfocity proliferacija
medziagos poveikio vieta drenuojanéiame limfmazgyje. Si proliferacija yra proporcinga naudojamai dozei ir
alergeno gebai jautrinti, taigi tai yra paprastas bidas objektyviai ir kiekybiskai iSmatuoti jautrinimg. Proliferacija
jvertinama palyginant viduting proliferacija bandymo grupése ir nesikliu paveiktose kontrolinése (angl. vehicle
treated control, VC) grupése. Nustatomas vidutinés proliferacijos paveiktose grupése ir lygiagreciose VC grupése
santykis, vadinamas dirginimo rodikliu (angl. Stimulation Index, SI), kuris turi bati > 3, kad bandomoji medziaga
galéty biti toliau vertinama kaip galimas odos jautriklis. Cia aprasyti metodai yra pagristi in vivo radioaktyviyjy
indikatoriy naudojimu padidéjusiam proliferuojanciy lasteliy skaiCiui i$matuoti drenuojanciuose ausy limfmaz-
giuose. Taciau gali bati naudojami kiti parametrai proliferuojanciy lasteliy skaiciui jvertinti, jei visiskai laikomasi
PS reikalavimy (1 priedélis).

BANDYMO METODO APRASYMAS
Gyviiny riasiy parinkimas

7. Siam bandymui pasirinkta gyviiny riisis — pelés. Naudojamos suaugusios CBA/Ca arba CBA/[J veislés peliy patelés,
kurios yra netur¢jusios vados ir neapvaisintos. Pradedant bandyma, gyviny amzius turi bati 8-12 savaiciy, o
gyviny masés skirtumas turi bati kuo mazesnis ir neviryti 20 % vidutinés masés. Galima naudoti kitas veisles ir
patinus, jei yra gauta pakankamai duomeny, kurie rodyty, kad néra esminiy veislei ir (arba) lyciai budingy atsako §
LLNA skirtumy.

Laikymo ir $érimo salygos

8. Pelés turi bti laikomos grupémis (23), nebent pateikiamas pakankamas loginis pagrindas, kodél peles reikia laikyti
atskirai. Patalpos, kurioje laikomi bandomieji gyviinai, temperatiira turi bati 22 + 3 °C. Nors santykiné oro dregme
turi bati ne mazesné 30 % ir, pageidautina, ne didesné kaip 70 %, i§skyrus patalpos plovimo laika, sicktina, kad
drégmeé baty 50-60 %. Apsvietimas turi bati dirbtinis, taikant 12 val. $viesos ir 12 val. tamsos cikla. Gyviinams
Serti tinka jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras, neribojant geriamo vandens kiekio.

Gyviiny ruoSimas

9. Gyvunai pasirenkami atsitiktinai, Zenklinami, kad bty jmanoma kiekvieng identifikuoti (taciau netaikomas joks
ausy Zenklinimas), ir laikomi narveliuose maziausiai 5 paras prie§ pradedant taikyti dozes, kad galéty priprasti prie
laboratorijos salygy. Prie§ veikimo medziaga pradzig visi gyviinai apZitirimi, ar neturi pastebimy odos pazeidimy.

Dozavimo tirpaly paruosimas

10. Pries uztepant ant peliy ausy, kictosios cheminés medziagos iStirpinamos arba paskleidziamos tirpikliuose |
nesikliuose ir, jei reikia, atskiedziamos. Skystos cheminés medziagos gali bati uZtepamos grynos arba atskiestos.
Netirpios cheminés medziagos, pvz., tos, kuriy paprastai pasitaiko medicinos jrangoje, prie§ uztepant ant peliy
ausy, padidintosios ekstrakcijos budu i§skiriamos atitinkamame tirpiklyje, kad baty gautos visos galimos iskirti
sudedamosios dalys. Bandomosios medziagos paruosiamos kasdien, nebent stabilumo duomenys rodo, kad jas
galima laikyti ilgesnj laika.

Patikimumo tikrinimas

11. Teigiamo poveikio kontrolinés cheminés medziagos (angl. positive control chemicals, PC) naudojamos siekiant
parodyti tyrimo tinkamuma joms reaguojant pakankamu ir atkartojamu jautrumu kaip jautrinan¢ioms bandomo-
sioms medziagoms, kuriy atsako dydis gerai apibuidintas. Naudoti lygiagrecias PC rekomenduojama todél, kad taip
gali bati jrodyta laboratorijos kompetencija sékmingai atlikti bandyma per kiekviena tyrima ir jvertinti atkuria-
mumg ir palyginamuma laboratorijoje ir tarp laboratorijy. Kiekvieno tyrimo metu naudoti PC reikalauja ir kai
kurios reguliavimo institucijos, todél naudotojai raginami pasikonsultuoti su atitinkamomis institucijomis prie§
vykdydami LLNA. Taigi, skatinama jprastai naudoti lygiagrecia PC, kad biity i$vengta papildomy bandymy su
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12.

13.

14.

15.

16.

gyvinais, reikalingy laikytis reikalavimy, kuris gali kilti PC naudojant tik periodiskai (zr. 12 skirsnj). PC turi sukelti
teigiamg LLNA atsaka esant tokiam poveikio lygiui, kad SI padidéty iki daugiau kaip 3, palyginti su neigiamo
poveikio kontrolinés medziagos (angl. negative control, NC) grupe. PC dozé turi bati parenkama taip, kad nesukelty
per didelio odos sudirginimo ar sisteminio toksiskumo, o atsako sukélimas biity atkuriamas, bet ne per didelis (t.
y. SI > 20 baty per didelis). Tinkamiausios PC yra 25 % heksilcinamono aldehidas (Cheminiy medziagy santrumpy
tarnybos [CAS] Nr. 101-86-0) acetono ir alyvy aliejaus miSinyje (4:1 tirio dalys) ir 5 % merkaptobenztiazolas
(CAS Nr. 149-30-4) N,N-dimetilformamidas (zr. 1 priedélio 1 lentele). Gali pasitaikyti aplinkybiy, kai, pateikus
pakankamai jrodymy, galima naudoti kitas PC, atitinkancias pirmiau nurodytus kriterijus.

Nors naudoti lygiagrecia PC grupe rekomenduojama, gali biti situacijy, kuriomis gali pakakti periodiniy PC
bandymy (t. y. < 6 ménesiy intervalais), jei tai laboratorijos, kurios reguliariai atlicka LLNA (t. y. atlicka LLNA
ne reciau kaip karta per ménesj) ir turi anksciau atlikty PC bandymy duomeny baz¢, kuri bity jrodymas, kad
laboratorijoje gaunami atkuriami ir tiksliis rezultatai su PC. Pakankamas profesionalumas atlickant LLNA tyrimus
gali biti sékmingai jrodomas nuolat gaunant teigiamus rezultatus naudojant PC ne maZziau kaip 10-yje nepri-
klausomy bandymy, atlikty per pagrista laikotarpj (t. y. trumpesnj kaip vieneri metai).

Lygiagreti PC visada turi bati naudojama, jei yra procediriniy LLNA pakeitimy (pvz., pasikeit¢ kvalifikuoti
darbuotojai, pakeistos bandymo metodo medziagos ir (arba) reagentai, pakeista bandymo metodo jranga, pakeistas
bandomuyjy gyviny tiekéjas); tokie pakeitimai turi biiti uzregistruoti laboratorijos ataskaitoje. Turi bati apsvarstytas
tokiy pasikeitimy poveikis anks¢iau sukaupty duomeny bazés tinkamumui, vertinant bitinybe sukurti nauja
anksciau sukaupty duomeny baze, skirta PC rezultaty nuoseklumui dokumentuoti.

Tyréjai turi suprasti, kad sprendimas vykdyti PC tyrimg periodiskai, o ne nuolat, turi padariniy neigiamy tyrimy
rezultaty, gauty be lygiagrec¢ios PC naudojimo, laikotarpiu tarp kiekvieno periodinio PC tyrimo, tinkamumui ir
priimtinumui. Pvz., jei, atliekant periodinj PC tyrima, gaunamas klaidingas neigiamas rezultatas, gali bati kvestio-
nuojami neigiami bandomosios medziagos rezultatai, gauti laikotarpiu nuo paskutinio priimtino periodinio PC
tyrimo iki nepriimtino periodinio PC tyrimo. Siy rezultaty padariniai turi biiti stropiai jvertinti sprendziant, ar
nuolat vykdyti lygiagrecius, ar tik periodinius PC tyrimus. Taip pat reikia apsvarstyti galimybe lygiagrecios PC
grupés tyrimams naudoti maziau gyviiny, jei tai moksliskai pateisinama ir jei laboratorija savo anksciau sukauptais
duomenimis jrodo, kad galima naudoti maziau peliy (12).

Nors PC turi bati bandoma nesiklyje, apie kurj Zinoma, kad jis sukelia pastovy atsaka (pvz., acetono ir alyvy
aliejaus misinyje; 4:1 tario dalys), gali bati tam tikry reguliavimo situacijy, kai gali prireikti istirti ir nestandartinj
neiklj (kliniskai ir (arba) chemiskai susijusj preparata) (24). Jei lygiagreti PC bandoma kitokiame nesiklyje nei
bandomoji medziaga, turi biti naudojama atskira VC (nesiklio kontroliné cheminé medziaga), skirta lygiagreciai
PC.

Tais atvejais, kai vertinamos tam tikrai cheminiy medziagy klasei ar atsaky sriciai priklausancios bandomosios
medziagos, gali biti naudojamos ir palyginamosios medziagos, kad buty parodyta, jog bandymo metodas
tinkamai veikia nustatant $iy bandomyjy medziagy odos jautrinimo potencialg. Atitinkamos palyginamosios
medziagos turi pasiZyméti Siomis savybémis:

— struktdriniu ir funkciniu panasumu i bandomosios medziagos klase,

— Zinomomis fizinémis ir (arba) cheminémis charakteristikomis,

— apie jas turi bati patvirtinanciy duomeny, gauty LLNA tyrimais,

— apie jas turi bati patvirtinan¢iy duomeny, gauty taikant kitus bandymy su gyvinais modelius ir (arba) i3
Zmoniy.

BANDYMO EIGA

Gyviiny skai¢ius ir doziy dydis

17

. Vienai dozés grupei naudojami ne maziau kaip keturi gyvinai, naudojant ne maziau kaip tris bandomosios
medziagos koncentracijas ir vieng lygiagrecia NC (neigiamo poveikio kontrolinés cheminés medziagos) grupe,
paveikiamg tik bandomosios medziagos nesikliu, ir PC (lygiagrecia arba naujausia, remiantis laboratorijos politika
pagal 11-15 skirsnius). Reikia apsvarstyti poreikj i$bandyti keleta PC doziy, ypa¢ bandant PC periodiskai. I$skyrus
tai, kad jie neveikiami bandomaja medZiaga, kontroliniy grupiy gyviiny priezidra ir elgesys su jais turi nesiskirti
nuo poveikio grupés gyviiny.
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18

19.

20.

. Dozé ir nesiklis turi biiti parenkami laikantis (3) ir (5) Saltiniuose pateikiamy rekomendacijy. Paeilinés dozés

paprastai parenkamos i3 atitinkamos koncentracijos verciy eilés, pvz., 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5%, 2,5 %, 1 %,
0,5 % ir t. t. Taikoma koncentracijos verciy eilé turi turéti turéti tinkama loginj pagrinda. Reikia atsizvelgti | visa
turimg toksikologing informacija (pvz., apie Gminj toksiskumg ir odos dirginima) ir struktiring bei fizikiniy ir
cheminiy savybiy informacija apie dominancig bandomaja medziaga (ir (arba) struktiiriskai panasias medziagas),
kad trys i§ eilés taikomos koncentracijos vertés biity parinktos taip, kad didZiausios koncentracijos poveikis bty
kuo didesnis, bet biity i§vengta sisteminio toksiskumo ir (arba) per didelio vietinio odos dirginimo (3) (25). Jei
tokios informacijos neturima, gali prireikti pradinio atrankinio bandymo (zr. 21-24 skirsnius).

Nesiklis neturi daryti jtakos bandymo rezultatui ar jj ikraipyti ir turi bati parinktas taip, kad bty kuo geresnis
tirpumas, siekiant gauti didZiausig jmanoma koncentracija gaminant tirpalg arba suspensija, tinkama bandomajai
medziagai uZtepti. Rekomenduojami nesikliai yra acetono ir alyvy aliejaus misinys (4:1 tdrio dalys), N,N-dimetil-
formamidas, metiletilketonas, propilenglikolis ir dimetilsulfoksidas (19), taciau galima naudoti kitus nesiklius, jei
pateikiamas tinkamas loginis pagrindas. Tam tikrais atvejais papildomai kontrolei gali tekti naudoti klinikiniu
pozitriu atitinkantj tirpiklj arba komercinj preparata, turintj bandomosios medziagos. Reikia ypa¢ stengtis uztik-
rinti, kad nesiklyje baty hidrofiliniy bandomyjy medziagy, kurios drékinty odg ir i§ karto nenutekéty, jdedant
soliubilizavimo priemoniy (pvz., 1 % ,Pluronic® L92). Taigi reikia vengti naudoti grynai vandeninius nesiklius.

Apdorojant atskiry peliy limfmazgius galima jvertinti gyviiny variantiSkumg ir statistiskai palyginti skirtumus tarp
bandomosios medziagos ir VC grupés matavimo rezultaty (Zr. 35 skirsnj). Be to, kai surenkami atskiry gyviiny
duomenys, realu jvertinti galimybe sumazinti peliy skaiciy PC grupéje 12. Be to, kai kurios reguliavimo institucijos
reikalauja rinkti atskirty gyviiny duomenis. Vis délto kai kurioms reguliavimo institucijoms gali biiti priimtini
jungtiniai gyviiny duomenys ir tokiais atvejais tyréjai gali turéti pasirinkimg rinkti atskiry gyviiny arba jungtinius
duomenis.

Atrankinis bandymas

21

22.

. Jei neturima informacijos, pagal kuria galima nustatyti didZiausiag bandoma dozg¢ (zr. 18 skirsnj), reikia atlikti

atrankinj bandyma, kad biity nustatytas tinkamas dozés lygis atlickant LLNA. Atrankinio bandymo tikslas —
nustatyti gaires didziausiam pagrindinio LLNA tyrimo dozés lygiui parinkti, kai neturima informacijos apie
koncentracijg, kuri sukelia sisteminj toksiskuma (zr. 24 skirsnj) ir (arba) per didelj vietinj odos dirginima (zr.
23 skirsnj). Didziausias bandomas dozés lygis turi biiti 100 % bandomosios medziagos, jei tai skysciai, arba
didziausia jmanoma koncentracija, jei tai kietosios medziagos ar suspensijos.

Atrankinis bandymas atlickamas tokiomis paciomis salygomis kaip ir pagrindinis LLNA tyrimas, iSskyrus tai, kad
nevertinama limfmazgiy proliferacija ir galima tirti maziau gyviny kiekvienoje dozés grupéje. Sialoma naudoti
vieng arba du gyvinus vienai dozés grupei. Visos pelés kasdien stebimos, ar poveikio vietoje nepasireiskia
sisteminio toksiskumo ar vietinio dirginimo klinikiniai poZymiai. Kiino masé uZraSoma prie§ bandyma ir pries
ji pabaigiant (6 diena). Abi kiekvienos pelés ausys stebimos, ar néra eritemos ir jvertinama pagal 1 lentele (25). 1
dieng (pries dozg), 3 dieng (pra¢jus mazdaug 48 val. po pirmosios dozés) ir 6 dieng stormaciu (pvz., skaitmeniniu
mikrometru arba ciferblatiniu storio matuokliu) atlickami ausy storio matavimai. Be to, 6 diena ausy storis gali
bati jvertinamas pagal ausy skylamusio svorio matavimus, atliekamus po to, kai gyviinai humaniskai numarinami.
Per didelj vietinj odos dirginima rodo > 3 edemos jvertis ir (arba) = 25 % ausies storio padidéjimas bet kurig
matavimo dieng (26) (27). DidZiausia pagrindiniam LLNA tyrimui parenkama dozé yra antra pagal dydj dozé i3
atrankinio bandymo koncentracijy eilés (zr. 18 skirsnj), nesukelianti sisteminio toksiskumo ir (arba) per didelio
vietinio odos dirginimo.

1 lentelé

Eritemos iverciai

Pastebéjimas [vertis
Eritemos néra 0
Labai nedidelé eritema (vos pastebima) 1
Aiski eritema 2
Nuo vidutinés iki sunkios eritemos 3
Nuo sunkios eritemos (buroko raudonumo) iki $aso susidarymo, kuomet nebejmanoma 4
jvertinti eritemos sunkumo
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23. Taikant LLNA metoda, dirgikliams nustatyti, be ausy storio padidéjimo 25 % (26) (27), naudojamas ir statistiskai
reik§mingas paveikty peliy ausy storio padidéjimas, palyginti su kontrolinémis pelémis (28) (29) (30) (31) (32)
(33) (34). Vis délto, nors statistiskai reikSmingas padidéjimas galimas ir ausies storiui esant maZesniam kaip 25 %,
tai néra siejama konkreciai su per dideliu dirginimu (30) (32) (33) (34).

24. Toliau i§vardyti klinikiniai poZymiai gali rodyti sisteminj toksiskuma (35) (36), kai yra naudojami kaip integruoto
vertinimo dalis, todél gali nurodyti didziausia dozés lygj, skirtg pagrindiniam LLNA: nervy sistemos funkcijos
pokyciai (pvz., piloerekcija, ataksija, drebulys ir konvulsijos); elgsenos pokyciai (pvz., agresyvumas, prausimosi
poky¢iai, Zymus aktyvumo lygio pokytis); kvépavimo pokyciai (t. y. kvépavimo daZnio ir intensyvumo poky¢iai,
pvz., dusulys, ziop¢iojimas ir karkalai) ir édalo bei vandens vartojimo poky¢iai. Be to, vertinant turi bati atsizvel-
giama | letargijos ir (arba) nereagavimo poZzymius ir bet kokius didesnio uz nedidelj ar trumpalaikj skausma ir
kancig klinikinius poZymius arba > 5 % kiino masés sumazéjima nuo 1 iki 6 dienos, ir | nugai$img. GaiStantys ar
akivaizdziai skausmg patiriantys ar didelés ir ilgalaikés kancios pozymius rodantys gyvinai turi bati humaniskai
numarinti (37).

Pagrindinio bandymo eksperimentinis planas

25. Eksperimentinis bandymo planas atrodo taip:

— 1 diena. Atskirai nustatoma ir uZraSoma kickvieno gyviino masé ir bet kokie klinikiniai pastebéjimai. Ant
kiekvienos ausies iSorinés pusés uztepama 25 pl atitinkamai atskiesto bandomosios medziagos tirpalo, vien tik
nesiklio arba PC (lygiagrecios arba naujausios, remiantis laboratorijos politika pagal 11-15 skirsnius).

— 2 ir 3 dienos. Pakartojama 1 dieng daryta procediira.
— 4 ir 5 dienos. Jokio veikimo.

— 6 diena. Uzrasoma kiekvieno gyviino masé. | visy tiriamyjy ir kontroliniy peliy uodegos veng suleidziama 250
pl sterilaus valgomosios druskos ir fosfatinio buferio tirpalo (angl. phosphate-buffered saline, PBS), kuriame yra
20 uCi (7,4 x 10° Bq) triciu prisotinto (*H)-metiltimidino. Arba i visy peliy uodegos vena galima suleisti 250
uL sterilaus PBS, kuriame yra 2 pCi (7,4 x 10* Bq) '?’Ijododeoksiuridino ir 10°M fluorodeoksiuridino. Po
penkiy valandy (5 h) gyviinai humani$kai numarinami. Kiekvienos pelés drenuojamieji ausy limfmazgiai
iSpjaunami ir kiekvieno gyviino apdorojami PBS (atskiry gyviiny metodas); pagal kita metoda galima i$pjauti
limfmazgius i§ kiekvienos bandymo grupés visy gyviny ausy ir kartu sudéti  PBS (jungtiniy poveikio grupiy
metodas). Limfmazgiy identifikavimo ir skrodimo aprasa bei schemas galima rasti (12) Saltinyje. Norint toliau
stebéti vietinj odos atsaka pagrindiniame tyrime, | tyrimo protokola gali bati jtraukti tokie papildomi para-
metrai kaip ausy eritemos jverciai arba ausy storio matavimo rezultatai (gauti storio matuokliu arba ausy
skylamusio svorio matavimais atliekant nekroskopija).

Lasteliy suspensijos ruosimas

26. Limfmazgiy lasteliy (angl. lymph node cells, LNC), ipjauty i§ vieno gyviino abiejy ausy pagal atskiry gyviiny metoda
arba i§ visy gyviiny ausy pagal jungtiniy poveikio grupiy metoda, pavieniy lasteliy suspensija paruosiama $velniai
mechaniSkai susmulkinant pro 200 pm neriidijancio plieno tinklelj ar kitu priimtinu pavieniy lasteliy suspensijos
sudarymo metodu. LNC du kartus plaunamos gausiu PBS kiekiu ir DNR nusodinamos 5 % trichloracto riigstimi
(angl. trichloroacetic acid, TCA) 4 °C temperatiiroje 18 h (3). Nuosédos vél suspenduojamos 1 ml TCA ir suspensija
supilama { scintiliacinius mégintuvélius su 10 ml scintiliacinio skys¢io siekiant suskaiCiuoti *H, arba tiesiai i
meégintuvélius gama impulsams skaiciuoti siekiant nustatyti '2°L.

Lasteliy proliferacijos nustatymas (radioaktyviyjy junginiy patekimas)

27. H-metiltimidino patekimas matuojamas skaiciuojant B scintiliacijas kaip skilimy skaiciy per minute (angl. disin-
125 125
tegrations per minute, DPM). " “’I5jododeoksiuridino patekimas matuojamas skaiciuojant "“’I ir isreiSkiamas kaip
DPM. Atsizvelgiant j taikoma metoda, patekimas bus isreiskiamas DPM | pelei (atskqu gyviny metodas) arba DPM
| poveikio grupei (jungtiniy poveikio grupiy metodas).

Sumazintasis LLNA

28. Kai kuriais atvejais, kai reguliavimo reikméms batina patvirtinti odos jautrinimo potencialo neigiama prognozg,
pasirinktinai galima taikyti fLLNA protokolg (16) (17) (18), naudojant maziau gyviiny, jei laikomasi visy kity
LLNA protokolo specifikacijy pagal §j BM. Prie§ taikant rLLNA metoda, turi biiti pateikiamas jo taikymo aiskus
pagrindimas ir mokslinis pagrindas. Jei gaunamas teigiamas arba dviprasmis rezultatas, gali prireikti papildomy
bandymy rezultatams iSaiskinti arba patikslinti.
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29. Vienintelis skirtumas tarp LLNA ir rLLNA bandymo metody protokoly yra dozés grupiy skaiciaus sumazinimas ir
del Sios priezasties rLLNA nesuteikia informacijos apie dozés ir atsako sarysj. Todél rLLNA neturi bati taikomas,
kai reikalinga informacija apie dozés ir atsako sarysi. Kaip ir keliy doziy LLNA, rLLNA metodu vertinama
bandomosios medziagos koncentracija turi bati didziausia koncentracija, kuri peléms nesukelia akivaizdaus siste-
minio toksiskumo ir (arba) per didelio vietinio odos dirginimo (zr. 18 skirsnj).

STEBEJIMAI

Klinikiniai stebéjimai

30. Kiekviena pelé kruopsciai apZitrima bent kartg per dieng siekiant nustatyti bet kokius vietinio dirginimo uZtepimo
vietoje arba sisteminio toksiskumo klinikinius pozymius. Visi pastebéjimai apie kiekvieng pele yra sistemingai
uzraSomi. [ stebésenos planus turi biti jtraukti kriterijai, pagal kuriuos galima tuoj pat nustatyti peles, kurioms

pasireiské sisteminis toksiskumas, per didelis vietinis odos dirginimas arba odos ésdinimas, kad gyviinus bty
galima numarinti (37).

Kiino masé

31. Kaip nurodyta 25 skirsnyje, atskirai kiekvieno gyviino masé¢ iSmatuojama bandymo pradzioje ir humaniskai
numarinant pagal plang.

REZULTATY APSKAICIAVIMAS

32. Kiekvienos poveikio grupés rezultatai isreiskiami kaip dirginimo rodiklis (angl., Stimulation Index, SI). Taikant
atskiry gyviiny metoda, SI gaunamas dalijant kiekvienos bandomosios medziagos grupés viduting DPM | gyviinui
verte ir PC grupés viduting DPM | gyvinui verte i§ tirpiklio /| VC grupés vidutinés DPM [gyviinui vertés. Taigi, VC
vidutiné SI verté lygi 1. Taikant jungtiniy poveikio grupiy metoda, SI gaunamas bendrg visos poveikio grupés
gautg radioaktyviyjy junginiy patekimo dydj dalijant i§ visai VC grupei gauto patekimo dydzio; Sis dalmuo yra
vidutiné SI verte.

33. Vertinant rezultatus, atsakas laikomas teigiamu, jei SI > 3. Taciau, sprendziant, ar ribinis rezultatas turi biti
paskelbtas teigiamu, galima atsizvelgti  dozés ir atsako sarySio stipruma, statistinj reik§minguma ir tirpiklio |
nesiklio bei PC atsaky nuoseklumg (4) (5) (6).

34. Jei gauti rezultatai néra visiskai aiskds, reikia atsizvelgti i jvairias bandomosios medziagos savybes, skaitant tai, ar
jos struktiira gimininga Zinomy odos jautrikliy struktirai, ar ji sukelia per didelj vietinj peliy odos dirginima, ir
pasireiSkusio dozés ir atsako sarysio tipa. Sie ir kiti aspektai yra i§samiai aptarti kitur (7).

35. Surenkant radioaktyvumo duomenis apie kiekvieng pele galima statistiskai iSanalizuoti dozés ir atsako sarysj tuose
duomenyse ir jo laipsnj. Atliekant bet kokj statistinj jvertinima, galima jtraukti dozés ir atsako sarysio vertinima ir
tinkamai pakoreguotus bandymo grupiy palyginimus (pvz., suporuoty dozavimo grupiy palyginimus su lygiagre-
¢iomis VC). | statisting analiz¢ gali bati jtraukta, pvz., tiesiné regresija arba Viljamso tyrimas, skirtas dozés ir atsako
sarysio tendencijoms jvertinti, ir suporuoty rezultaty palyginimy Daneto tyrimas. Rinkdamasis tinkamg statistinés
analizés metodg tyréjas turi turéti omenyje galimus variantiSkumus ir kitas susijusias problemas, dél kuriy gali
prireikti duomeny transformacijos ar neparametrinés statistinés analizés. Bet kuriuo atveju tyréjui gali tekti atlikti
SI skaic¢iavimus ir statisting analize¢ su tam tikrais duomeny taskais (kartais vadinamais ,riktais“) ir be jy.

DUOMENYS IR ATASKAITU TEIKIMAS
Duomenys

36. Duomenys turi biiti suvesti j lenteles. Kai taikomas atskiry gyviiny metodas, pateikiamos atskiry gyviing DPM
vertés, DPM/gyviinui grupés vidurkis, atitinkamas paklaidos rodiklis (pvz., SD, SEM) ir kiekvienos dozés grupés
vidutinis SI, palygintas su lygiagrecios VC grupés rodikliu. Kai taikomas jungtiniy poveikio grupiy metodas,
pateikiama vidutiné DPM verté | mediana ir kiekvienos dozés grupés vidutinis SI, palygintas su lygiagrecios VC
grupés rodikliu.

Bandymo ataskaita
37. Bandymo ataskaitoje pateikiama 3i informacija:
Bandomoji ir kontroliné medziagos:

— tapatumo duomenys (pvz., CAS ir EB numeriai, jei yra; Saltinis; grynumas; Zinomos priemaiSos; partijos
numeris),

— fizikiné biisena ir fizikinés bei cheminés savybés (pvz., lakumas, stabilumas, tirpumas),
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— jei tai miSinys — jo sudétis ir komponenty procentiné dalis.

Tirpiklis | nesiklis:
— tapatumo duomenys (grynumas; koncentracija (jei tinka); naudojamas tiris),

— nesiklio pasirinkimo pagrindimas.

Bandymo gyviinai:

— CBA peliy 3altinis;

— gyvany mikrobiologiné bisena, jei zinoma,
— gyviny skaicius ir amzius,

— gyvany Saltinis, laikymo salygos, pasaras ir t. t.

Bandymo salygos:

— i8sami informacija apie bandomosios medziagos ruosimg ir uztepima,

— dozés pasirinkimo pagrindimas (jskaitant atrankinio bandymo rezultatus, jei jis buvo daromas),

— naudotos nesiklio ir bandomosios medziagos koncentracijos vertés, suminis uzteptos medziagos kiekis,
— i§sami informacija apie pasaro ir vandens kokybe (jskaitant pasaro tipg ar Saltinj, vandens 3altinj),

— poveikio medziaga ir méginiy émimo tvarkarasciai,

— toksiskumo matavimo metodai,

— tyrimo rezultaty vertinimo kaip teigiami arba neigiami kriterijai,

— i§sami informacija apie bet kokius nukrypimus nuo protokolo ir paaiskinimas, kaip tas nukrypimas paveikia
tyrimo sistemg ir rezultatus.

Patikimumo tikrinimas:

— paskutinés patikimumo patikros rezultaty santrauka, jskaitant informacija apie medziaga, koncentracija ir
naudojama nesiklj,

— bandymo laboratorijoje lygiagreciai ir (arba) anks¢iau sukaupti PC ir lygiagreciai gauti NC duomenys,

— jei lygiagreti PC nebuvo naudojama, naujausio periodinio PC bandymo data ir laboratorijos ataskaita ir
ataskaita su laboratorijos anksciau sukauptais PC duomenimis, pagrindzianciais lygiagrecios PC nenaudojima.

Rezultatai:

— atskiry peliy masé dozés gavimo ir numatyto numarinimo dieng; taip pat kiekvienos poveikio grupés vidurkis
ir atitinkamas paklaidos rodiklis (pvz., SD, SEM),

— toksinio poveikio atsiradimo laikas ir pozymiai, jskaitant kickvieno gyviino odos dirginima medziagos uZte-
pimo vietoje, jei yra,

— kiekvienos poveikio grupés atskiros pelés (atskiry gyviiny metodas) DPM ir SI verciy arba vidurkiy | mediany
(jungtiniy poveikio grupiy metodas) lentelés,
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— kiekvienos poveikio grupés DPM/pelei vidurkis ir atitinkamas paklaidos rodiklis (pvz., SD, SEM) ir kiekvienos
poveikio grupés rikty analizés rezultatai, kai taikomas atskiry gyviiny metodas,

— apskaiciuotas SI ir atitinkamas variantiSkumo matas, kuriuo atsizvelgiama | atskiry gyviiny rezultaty varian-
tiskumg tiek bandomosios medziagos, tiek kontrolinéje grupése, kai taikomas atskiry gyviiny metodas,

— dozés ir atsako sarysis,

— statistiné analizé, jei taikoma.

Rezultaty aptarimas:

— trumpas rezultaty, dozés ir atsako sarysio analizés ir statistinés analizés, jei taikoma, paaiskinimas, padarant
iSvada, ar bandomoji medziaga laikytina oda jautrinancia medziaga.

NUORODOS

(1) OECD (2002), Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay. OECD Guideline for the Testing of Chemicals
No 429, Paris. Available at: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]

(2) Kimber, I. and Basketter, D.A. (1992), The murine local lymph node assay; collaborative studies and new
directions: A commentary, Food Chem. Toxicol., 30, 165-169.

(3) Kimber, L., Dearman, R.J., Scholes, EW. and Basketter, D.A. (1994), The local lymph node assay: developments
and applications, Toxicol., 93, 13-31.

(4) Kimber, L, Hilton, J., Dearman, R.J., Gerberick, G.F., Ryan, C.A., Basketter, D.A., Lea, L., House, R.V., Ladies, G.S.,
Loveless, S.E. and Hastings, K.L. (1998), Assessment of the skin sensitisation potential of topical medicaments
using the local lymph node assay: An interlaboratory exercise, J. Toxicol. Environ. Health, 53, 563-79.

(5) Chamberlain, M. and Basketter, D.A. (1996), The local lymph node assay: status of validation, Food Chem. Toxicol.,
34, 999-1002.

(6) Basketter, D.A., Gerberick, G.F., Kimber, 1. and Loveless, S.E. (1996), The local lymph node assay: A viable
alternative to currently accepted skin sensitisation tests, Food Chem. Toxicol., 34, 985-997.

(7) Basketter, D.A., Gerberick, G.F. and Kimber, 1. (1998), Strategies for identifying false positive responses in
predictive sensitisation tests, Food Chem. Toxicol., 36, 327-33.

(8) Van Och, FM.M,, Slob, W., De Jong, W.H., Vandebriel, R.J. and Van Loveren, H. (2000), A quantitative method
for assessing the sensitising potency of low molecular weight chemicals using a local lymph node assay:
employment of a regression method that includes determination of uncertainty margins, Toxicol, 146, 49-59.

(9) Dean, J.H., Twerdok, L.E., Tice, R.R., Sailstad, D.M., Hattan, D.G., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM evaluation of the
murine local lymph node assay: II. Conclusions and recommendations of an independent scientific peer review
panel, Reg. Toxicol. Pharmacol, 34: 258-273.

(10) Haneke, K.E., Tice, R.R., Carson, B.L., Margolin, B.H., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM evaluation of the murine local
lymph node assay: IIl. Data analyses completed by the national toxicology program interagency center for the
evaluation of alternative toxicological methods, Reg. Toxicol. Pharmacol, 34, 274-286.

(11) Sailstad, D.M., Hattan, D., Hill, R.N., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM evaluation of the murine local lymph node
assay: I. The ICCVAM review process, Reg. Toxicol. Pharmacol, 34: 249-257.

(12) ICCVAM (2009), Recommended Performance Standards: Murine Local Lymph Node Assay, NIH Publication
Number 09-7357, Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health Sciences. Available
at: [http:/[iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna-ps/LLNAPerfStds.pdf]

(13) OECD (1992), Skin Sensitisation. OECD Guideline for Testing of Chemicals No 406, OECD, Paris. Available at:
[http:/[www.oecd.org/env/testguidelines]


http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna/llnarep.pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/llna-ELISA/TMER.htm

2012720

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

L 19311

(14) OECD (2005), Guidance Document on the Validation and International Acceptance of New or Updated Test Methods for
Hazard Assessment, Environment, Health and SAFEty Monograph, Series on Testing and Assessment No. 34,
ENV/[JM/MONO(2005)14, OECD, Paris. Available at: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]

(15) Dearman, R, Hilton, J., Evans, P., Harvey, P., Basketter, D.A. and Kimber, 1. (1998), Temporal stability of local
lymph node assay responses to hexyl cinnamic aldehyde, J. Appl. Toxicol., 18, 281-284.

(16) Kimber, I, Dearman, R.J., Betts, CJ., Gerberick, G.F., Ryan, C.A., Kern, P.S., Patlewicz, G.Y. and Basketter, D.A.
(2006), The local lymph node assay and skin sensitisation: a cut-down screen to reduce animal requirements?
Contact Dermatitis, 54, 181-185.

_
~
=

ESAC (2007), Statement on the Reduced Local Lymph Node Assay (rLLNA), European Commission Directorate
General, Joint Research Centre, Institute for Health and Consumer Protection, European Centre for the Validation

of Alternative Methods, April 2007. Available at: [http://ecvam.jrc.it/ft_doc/ESAC26_statement_rLLNA_

20070525-1.pdf]

-
()
=

ICCVAM (2009), The Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM)
Test Method Evaluation Report. The Reduced Murine Local Lymph Node Assay: An Alternative Test Method
Using Fewer Animals to Assess the Allergic Contact Dermatitis Potential of Chemicals and Products, NIH
Publication Number 09-6439, Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health Sciences.
Available at: [http:/[/iccvam.niehs.nih.gov/]

=
)
=

ICCVAM (1999), The Murine Local Lymph Node Assay: A Test Method for Assessing the Allergic Contact
Dermatitis Potential of Chemicals/Compounds, The Results of an Independent Peer Review Evaluation Coordi-
nated by the Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM) and the
National Toxicology Program Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods
(NICEATM), NIH Publication No. 99-4494, Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental
Health Sciences. Available at: [http:/[iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna/llnarep.pdf]

(20

=

Kreiling, R., Hollnagel, HM., Hareng, L., Eigler, L., Lee, M.S., Griem, P., Dreessen, B., Kleber, M., Albrecht, A,
Garcia, C. and Wendel, A. (2008), Comparison of the skin sensitising potential of unsaturated compounds as
assessed by the murine local lymph node assay (LLNA) and the guinea pig maximization test (GPMT), Food
Chem. Toxicol., 46, 1896-1904.

(21

-

Basketter, D., Ball, N., Cagen, S., Carrilo, J.C., Certa, H., Eigler, D., Garcia, C., Esch, H., Graham, C.,, Haux, C,,
Kreiling, R. and Mehling, A. (2009), Application of a weight of evidence approach to assessing discordant
sensitisation datasets: implications for REACH, Reg. Toxicol. Pharmacol., 55, 90-96.

(22

—

ICCVAM (2009), ICCVAM Test Method Evaluation Report. Assessment of the Validity of the LLNA for Testing
Pesticide Formulations and Other Products, Metals, and Substances in Aqueous Solutions, NIH Publication
Number 10-7512, Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health Sciences, Available
at: [http://iccvam.nichs.nih.gov/]

(23) ILAR (1996), Institute of Laboratory Animal Research (ILAR) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
7th ed. Washington, DC: National Academies Press.

(24) McGarry, HF. (2007), The murine local lymph node assay: regulatory and potency considerations under REACH,
Toxicol., 238, 71-89.

(25) OECD (2002), Acute Dermal Irritation/Corrosion. OECD Guideline for Testing of Chemicals No. 404, Paris,
France. Available at: http://www.oecd.org/document/40/0,3343,en_2649_34377_37051368_1_1_1_1,00.html]

(26) Reeder, M.K., Broomhead, Y.L., DiDonato, L. and DeGeorge, G.L. (2007), Use of an enhanced local lymph node
assay to correctly classify irritants and false positive substances, Toxicologist, 96, 235.

(27) ICCVAM (2009), Non-radioactive Murine Local Lymph Node Assay: Flow Cytometry Test Method Protocol
(LLNA: BrdU-FC) Revised Draft Background Review Document, Research Triangle Park, NC: National Institute
of Environmental Health Sciences. Available at: [http:/[/iccvam.nichs.nih.gov/methods/immunotox/fcLLNA/
BRDcomplete.pdf]


http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/LLNAPRPRept2009.pdf
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna-ps/LLNAPerfStds.pdf
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/fcLLNA/BRDcomplete.pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/acutetox/Tox_workshop.htm
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines

L 193/12

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

2012720

(28) Hayes, B.B., Gerber, P.C., Griffey, S.S. and Meade, B.J. (1998), Contact hypersensitivity to dicyclohexylcarbodiimide
and diisopropylcarbodiimide in female B6C3F1 mice, Drug. Chem. Toxicol.,, 21, 195-206.

(29) Homey, B., von Schilling, C., Blumel, J., Schuppe, H.C., Ruzicka, T., Ahr, HJ., Lehmann, P. and Vohr, V.W.
(1998), An integrated model for the differentiation of chemical-induced allergic and irritant skin reactions,
Toxicol. Appl. Pharmacol., 153, 83-94.

(30) Woolhiser, M.R., Hayes, B.B. and Meade, B.]. (1998), A combined murine local lymph node and irritancy assay to
y ymp y y
predict sensitisation and irritancy potential of chemicals, Toxicol. Meth., 8, 245-256.

31) Hayes, B.B. and Meade, B.J. (1999), Contact sensitivity to selected acrylate compounds in B6C3F1 mice: relative
Y y Tyl P
potency, cross reactivity, and comparison of test methods, Drug. Chem. Toxicol., 22, 491-506.

(32) Ehling, G., Hecht, M., Heusener, A., Huesler, J., Gamer, A.O., van Loveren, H., Maurer, T., Riecke, K., Ullmann, L.,
Ulrich, P., Vandebriel, R. and Vohr, H.W. (2005), A European inter-laboratory validation of alternative endpoints
of the murine local lymph node assay: first round. Toxicol., 212, 60-68.

(33) Vohr, HW. and Ahr, HJ. (2005), The local lymph node assay being too sensitive? Arch. Toxicol., 79, 721-728.

(34) Patterson, R.M., Noga, E. and Germolec, D. (2007), Lack of evidence for contact sensitisation by Pfiesteria extract,
Environ. Health Perspect., 115, 1023-1028.

(35) OECD (1987), Acute Dermal Toxicity, OECD Guideline for Testing of Chemicals No 402, Paris, France. Available
at: [http://www.oecd.org[env/testguidelines]

(36) ICCVAM (2009), Report on the ICCVAM-NICEATM/ECVAM/JaCVAM Scientific Workshop on Acute Chemical
SAFEty Testing: Advancing In Vitro Approaches and Humane Endpoints for Systemic Toxicity Evaluations.
Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health Sciences, Available at: http:/[iccvam.
niehs.nih.gov/methods/acutetox/Tox_workshop.htm]

37

-

OECD (2000), Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of Clinical Signs as Humane Endpoints for
Experimental Animals Used in SAFEty Evaluation, Environmental Health and SAFEty Monograph, Series on Testing
and Assessment No. 19, ENV[JM/MONO(2000)7, OECD, Paris. Available at: [http:/[www.oecd.org/env/
testguidelines]

1 priedélis

Naudojimo charakteristiky standartai, skirti jvertinti siilomus panasius ar pakeistus LLNA bandymo metodus
odos jautrinimui nustatyti

IVADAS

1. Naudojimo charakteristiky standarty (angl. Performance Standards, PS) paskirtis — pateikti pagrindg, kuriuo remiantis
baty galima nustatyti, ar nauji bandymo metodai, tiek patentuoti (t. y. saugomi autoriaus teisiy, turintys prekés
zenkla, registruoti), tiek nepatentuoti, pasizymi pakankamu tikslumu ir patikimumu konkretiems bandymo tikslams.
Sie PS, pagristi patvirtinto tinkamumo ir pripazintais bandymo metodais gali biiti taikomi kity panasiy metody
(paprastai vadinamy ,a§ irgi“ (angl. me-too) bandymais), kurie grindziami panasiais moksliniais principais ir kuriais
matuojamas ar prognozuojamas tas pats biologinis ar toksinis poveikis, patikimumui ir tikslumui jvertinti (14).

2. Prie§ naudojant modifikuotus metodus (t. y. pasitilytus galimus patvirtino bandymo metodo patobulinimus), turi
bati atliktas jvertinimas, skirtas nustatyti sidlomy poky¢iy poveikj bandymo naudojimo charakteristikoms ir kaip
smarkiai tokie pokyciai paveiks turimg informacija, skirta kitiems tinkamumo patvirtinimo proceso komponentams.
Atsizvelgiant | sitilomy poky¢iy skai¢iy ir pobidj, gautus duomenis ir tuos pakycius remiancius dokumentus,
modifikuotiems metodams taikomas toks pat tinkamumo patvirtinimo procesas kaip ir apraSytas naujam bandymui
arba, jei tinka, ribotas patikimumo ir tinkamumo jvertinimas taikant nustatytus PS (14).

3. Panasus ar modifikuoti metodai, sitilomi taikyti pagal §j BM, turi bati jvertinti, kad bity nustatytas jy patikimumas
ir tikslumas, naudojant chemines medziagas, kuriomis aprépiamas visas LLNA jverciy intervalas. Siekiant i§vengti
nepageidaujamo gyviny naudojimo, grieztai rekomenduojama, kad modeliy kar¢jai, prie§ pradedami tinkamumo
patvirtinimo tyrimus pagal PS ir Siame BM pateiktas gaires, pasikonsultuoty su atitinkamomis institucijomis.

4. Sie PS pagristi US-ICCVAM, EC-ECVAM ir Japonijos JaCVAM suderintais PS (12), skirtais panasiy ar modifikuoty
LLNA versijy tinkamumui jvertinti. PS sudaro esminiai bandymo metodo komponentai, rekomenduojamos etalo-
ninés medziagos ir tikslumo bei patikimumo standartai, kuriuos sitilomas metodas turi atitikti arba virsyti.
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I. Esminiai bandymo metodo komponentai

5. Siekiant uztikrinti, kad panasus ar modifikuotas LLNA metodas bty funkciskai ir mechanistiskai analogiskas LLNA
ir ji taikant biity iSmatuojamas tas pats biologinis poveikis, | bandymo metodo protokolg jtraukiami Sie kompo-
nentai:

— bandomoji medziaga i§ vir§aus uZtepama ant abiejy pelés ausy,

— limfocity proliferacija matuojama bandomosios medziagos poveikio viet drenuojanciame limfmazgyje,

— limfocity proliferacija matuojama odos jautrinimo indukcinio etapo metu,

— didZiausia parenkama bandomosios medziagos dozé yra didZiausioji koncentracija, kuri peléms nesukelia siste-
minio toksiskumo ir (arba) per didelio vietinio odos dirginimo. Didziausia teigiamy rezultaty etaloniniy
cheminiy medziagy dozé turi baiti ne mazesné kaip atitinkamy etaloniniy cheminiy medziagy LLNA EC3 vertés
(zr. 1 lentele), nesukeliant peléms sisteminio toksiskumo ir (arba) per didelio vietinio odos dirginimo,

— | kickvieng tyrimg jtraukiama lygiaverte VC ir, jei tinka, lygiaverté PC,

— naudojami ne maziau kaip keturi gyviinai vienai dozés grupei,

— galima rinkti atskiry gyviiny arba jungtinius gyviiny grupiy duomenis.

Jei kuriy nors kriterijy nesilaikoma, Sie PS negali bati taikomi panasaus ar modifikuoto metodo tinkamumui
patvirtinti.

II. Minimalus etaloniniy cheminiy medZiagy s3rasas

6. US-ICCVAM, EC-ECVAM ir Japonijos JaCVAM suderintuose PS (12) nustatyta 18 batinyjy etaloniniy cheminiy

medziagy, kurios turi bati naudojamos, ir keturios pasirinktinés etaloninés medziagos (t. y. medziagos, su kurios
atlickant LLNA buvo gauti klaidingi teigiami arba klaidingi neigiami rezultatai, palyginti su bandymy su Zmonémis
ar jury kiaulytemis rezultatais (B.6 arba OECD bandymy metodika 406) (13), ir todél jos suteikia galimybe jrodyti
LLNA lygiavertes ar geresnes naudojimo charakteristikas), jtrauktos j LLNA PS. Siy cheminiy medZiagy nustatymo
kriterijai:

— | etaloniniy cheminiy medziagy sarasa buvo jtrauktos ty tipy medziagos, kuriy odos jautrinimo potencialas ir
atsaky, kuriuos galima i§matuoti ar numatyti LLNA, intervalas paprastai biidavo bandomas,

— medziagos yra aiskiai apibréztos cheminés struktiros,

— apie kiekvieng medziaga turéta LLNA duomeny i§ bandymy su jary kiaulytemis (t. y. B.6; OECD bandymy
metodika 406) (13) ir (kai jmanoma) i§ Zmoniy, ir

— medziagas lengva gauti i§ komerciniy Saltiniy.

Rekomenduojamos etaloninés cheminés medziagos iSvardytos 1 lenteléje. Tyrimuose, kuriuose naudojamos
sitilomos etaloninés cheminés medziagos, turi bati naudojami nesikliai, su kuriais jos i§vardytos 1 lenteléje. Tais
atvejais, kai nurodytos medziagos negalima gauti, pateikus pakankamg pagrindima, galima naudoti kitas medziagas,
kurios atitinka iSvardytus atrankos kriterijus.



LLNA PS rekomenduojamos etaloninés cheminés medziagos

1 lentelé

Nr. Cheminés medziagos (1) CAS Nr. Pavidalas Nes. () EC3 % () N (%) 0,5x - 2,0x EC3 T'lirta:rifai? LLNA vs. GP LZLE(’:H::
1 5-chlor-2-metil-4-izotiazolin-3-onas 26172-55-4/2682-20—4 SKK. DMF 0,009 1 0,0045-0,018 NA +[+ +[+
(CMI)/2-metil-4-izotiazolin-3-onas (M) (°)

2 DNCB 97-00-7 Kiet. AOO 0,049 15 0,025-0,099 0,02-0,094 +[+ ++
3 4-fenilenediaminas 106-50-3 Kiet. AOO 0,11 6 0,055-0,22 0,07-0,16 ++ +[+
4 Kobalto chloridas 7646-79-9 Kiet. DMSO 0,6 2 0,3-1,2 0,4-0,8 +[+ +[+
5 Izoeugenolis 97-54-1 SKK. A0O 1,5 47 0.77-3,1 0,5-3,3 +)+ +[+
6 2-merkaptobenzotiazolas 149-30-4 Kiet. DMF 1,7 1 0,85-3,4 NA +[+ +[+
7 Citralas 5392-40-5 SKK. AOO 9,2 6 46-18,3 51-13 |+ i+
8 HCA 101-86-0 SKK. A0O 9,7 21 48-19,5 4,4-147 4]+ ¥+
9 Eugenolis 97-53-0 SKK. AOO 10,1 11 5,05-20,2 4,9-15 ++ +[+
10 Fenilo benzoatas 93-99-2 Kiet. AOO 13,6 3 6,8-27,2 1,2-20 +[+ +[+
11 Cinamilo alkoholis (stirolis) 104-54-1 Kiet. AOO 21 1 10,5-42 NA +[+ +[+
12 Imidazolidinilo $lapalas 39236—46-9 Kiet. DMF 24 1 12-48 NA +[+ +[+
13 Metilo metakrilatas 80-62-6 SKK. AOO 90 1 45-100 NA +[+ +[+
14 Chlorobenzenas 108-90-7 SKK. AOO 25 1 NT NT -~ -1
15 Izopropanolis 67-63-0 SKK. AOO 50 1 NT NT -~ —[+
16 Pieno riigstis 50-21-5 SKK. DMSO 25 1 NT NT -/~ - (*
17 Metilo salicilatas 119-36-8 SKK. AOO 20 9 NT NT -/~ -/~
18 Salicilo riigstis 69-72-7 Kiet. AOO 25 1 NT NT -~ -~
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Nr. Cheminés medziagos () CAS Nr. Pavidalas Nes. () EC3 % () N@ 0,5x - 2,0x EC3 Tiil;‘;‘zifai? LLNA vs. GP LanI\quAn:ss
Pasirinktinés medzZiagos, skirtos geresnéms naudojimo charakteristikoms, palyginti su LLNA, jrodyti

19 Natrio laurilo sulfatas 151-21-3 Kiet. DMF 8,1 5 4,05-16,2 1,5-17,1 +[- +[-

20 Etilenglikolio dimetakrilatas 97-90-5 SKK. MEK 28 1 14-56 NA +[- +[+

21 Ksilolas 1330-20-7 SKK. AOO 95,8 1 47,9-100 NA +[ (**) +[-

22 Nikelio chloridas 7718-54-9 Kiet. DMSO 5 2 NT NT -+ —[+

Santrumpos: AOO = acetono ir alyvy aliejaus misinys (4:1, tiirio dalys); CAS Nr. = Cheminiy medZiagy santrumpy tarnybos numeris; DMF = N,N-dimetilformamidas; DMSO = dimetilsulfoksidas; DNCB = 2,4-dinitrochlorbenzenas;
EC3 = numatyta koncentracija, reikalinga dirginimo rodikliui 3 pasiekti; GP = bandymo su jiry kiaulytemis rezultatas (t. y. B. 6 arba OECD bandymy metodika 406) (13); HCA = heksilcinamono aldehidas; SKK. = skystis; LLNA = peliy
Vietinio limfmazgio bandymo rezultatas (t. y. B. 42 arba OECD bandymy metodika 429) (1); MEK = metiletilketonas; NT = netaikoma, nes dirginimo rodiklis < 3; NA = neapskaiciuota, nes duomenys gauti i vieno tyrimo; Kiet. = kietoji

medzZiaga; Nes. = bandymo nesiklis.

£3
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Chemical Corporation®).

Vidutiné verté, jei turima daugiau kaip viena EC3 verté. Neigiamo rezultato medziagoms (t. y. kuriy dirginimo rodiklis < 3), pateikta didZiausia i$bandyta koncentracija.
LLNA tyrimy, kuriy duomenys gauti, skaicius.
Prekyboje Zinomas kaip ,Kathon CG* (CAS Nr. 55965-84-9), kuris yra CMI ir MI miginys santykiu 3:1. Kiekvieno komponento santykinés koncentracijos jvairuoja nuo 1,1 % iki 1,25 % (CMI) ir nuo 0,3 % iki 0,45 % (MI). Neaktyviosios
medZiagos yra magnio druskos (nuo 21,5 % iki 24 %) ir vario nitratas (nuo 0,15 % iki 0,17 %), o likusig preparato dalj sudaro vanduo (nuo 74 % iki 77 %). ,Kathon CG* tiekia ,Sigma-Aldrich* ir ,Rohm and Haas“ (dabar — ,Dow

) Laikoma, kad tai néra jautrinanti medziaga Zmonéms, remiantis tuo, kad néra gauta jokiy klinikiniy odos lopo méginio rezultaty, jos néra tarp odos lopo bandymy rinkinio alergeny ir néra gauta pranesimy apie Zmoniy jautrinima.
*) GP duomeny neturima/.
) Cheminés medziagos paruosiamos kasdien, nebent stabilumo duomenys rodo, kad jas galima laikyti ilgesnj laika.

) Dél galimo skirtingy nesikliy poveikio LLNA naudojimo charakteristikoms, turi biti naudojamas kiekvienai etaloninei cheminei medziagai rekomenduojamas nesiklis (24)(32).
)

)

)
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III. Nustatyti patikimumo ir tikslumo standartai

7. PanaSaus arba modifikuoto LLNA metodo tikslumas turi bati toks pat kaip LLNA PS arba jj virSyti; vertinama
naudojant 18 batinyjy etaloniniy cheminiy medZiagy, kurios turi biti naudojamos. Taikant naujg arba modifikuota
metoda turi bati teisingai klasifikuojama, pagal sprendima ,taip“ arba ,ne“. Vis délto, taikant nauja arba modifikuota
metodg gali bati tiksliai klasifikuojamos ne visos i§ batinyjy etaloniniy cheminiy medziagy, kurios turi biti
naudojamos. Jei, pvz., vienas i§ silpny jautrikliy klasifikuojamas neteisingai, galima buty atsizvelgti j neteisingo
klasifikavimo loginj pagrindg ir atitinkamus papildomus duomenis (pvz., bandymo rezultatus, pagal kuriuos
teisingai klasifikuojamos kitos medziagos, kuriy fizinés, cheminés ir jautrinanciosios savybés yra panasios i netei-
singai klasifikuotos cheminés medziagos savybes), kad bity jrodytos lygiavertés naudojimo charakteristikos. Tokiais
atvejais naujo ar modifikuoto LLNA bandymo metodo tinkamumo patvirtinimo i$vada bity vertinama kiekvienu
konkreciu atveju.

Atkuriamumas laboratorijoje

8. Siekiant nustatyti atkuriamumga laboratorijoje, naujas arba modifikuotas LLNA metodas jvertinamas naudojant
jautrinancia medziaga, kuri tinkamai apibidinama taikant LLNA. Todél LLNA PS grindziami heksilcinamono
aldehido (HCA) kartotiniy bandymy rezultaty variantiSkumu. Siekiant jvertinti variantiskuma laboratorijoje, keturiais
atskirais bandymais, tarp kuriy turi praeiti ne maziau kaip savaité, gaunamos numatytosios slenkstinés koncentra-
cijos (angl. threshold estimated concentration, ECt) vertés. Priimtinas atkuriamumas laboratorijoje nusakomas labora-
torijos gebéjimu, atliekant kiekvieng HCA bandyma, gauti ECt vertes nuo 5 % ir 20 %, kas atitinka 0,5-2,0 karty
vidutinés EC3 vertés, nustatytos HCA (10 %), taikant LLNA (Zr. 1 lentelg), intervala.

Atkuriamumas tarp laboratorijy

9. Naujo arba modifikuoto LLNA metodo atkuriamumas tarp laboratorijy jvertinamas naudojant dvi jautrinancias
medzZiagas, kurios tinkamai apibtidinamos taikant LLNA. LLNA PS grindziami skirtingose laboratorijose atlikty HCA
ir 2,4-dinitrochlorbenzeno (DNCB) bandymuy rezultaty variantiSkumu. ECt vertés turi bati gautos nepriklausomai,
vienu tyrimu, atliktu ne maziau kaip trijose skirtingose laboratorijose. Norint jrodyti priimting atkuriamumg tarp
laboratorijy, kiekviena laboratorija turi gauti HCA ECt vertes nuo 5 % iki 20 % ir DNCB vertes nuo 0,025 % iki
0,1 %, kas atitinka 0,5-2,0 karty vidutinés EC3 vertés, nustatytos atitinkamai HCA (10 %) ir DNCB (0,05 %), taikant
LLNA (zr. 1 lentelg), intervalg.

2 priedelis
Apibréztys

Tikslumas — bandymo metodo rezultaty ir patvirtinty pamatiniy verciy artumas. Tikslumas yra bandymo metodo
naudojimo charakteristiky matas ir vienas i§ tinkamumo aspekty. Terminas daznai vartojamas kaip lygiavertis terminui
,sutapimas ir reiskia tinkamy bandymo metodo rezultaty dalj (14).

Palyginamoji medZiaga — jautrinanti arba nejautrinanti medziaga, naudojama kaip bandomosios medziagos palyginimo
standartas. Palyginamoji medziaga turi pasizyméti tokiomis savybémis: i) pastoviu (-iais) ir patikimu (-ais) Saltiniu
(ais), ii) strukt@riniu ir funkciniu panasumu j bandomy medziagy klase, iii) Zinomomis fizikinémis ir cheminémis
charakteristikomis, iv) patvirtinan¢iais duomenimis apie Zinomus poveikius ir v) Zinomu potencialu norimy atsaky
intervale.

Numatytasis koncentracijos slenkstis (ECt) — numatyta bandomosios medziagos koncentracija, reikalinga, kad buty pasi-
ektas dirginimo rodiklis, rodantis teigiama atsaka.

Numatytoji koncentracija Nr. 3 (EC3) — numatyta bandomosios medziagos koncentracija, reikalinga, kad biity pasiektas
dirginimo rodiklis, lygus trims.

Klaidingai neigiamas rezultatas — bandymo metodu bandomoji medziaga neteisingai jvertinta kaip neigiama arba neak-
tyvi, nors i§ tiesy yra teigiama arba aktyvi.

Klaidingai teigiamas rezultatas — bandymu bandomoji medziaga neteisingai jvertinta kaip teigiama arba aktyvi, nors i3
tiesy yra neigiama arba neaktyvi.

Pavojus — neigiamo poveikio sveikatai arba ekologijai galimybé. Neigiamas poveikis pasireiskia tik tada, jei veikimas
medziaga yra pakankamo lygio.

Atkuriamumas tarp laboratorijy — laipsnio, kuriuo skirtingos kvalifikuotos laboratorijos, taikydamos ta patj protokola ir
bandancios tas pacias bandomasias medziagas, gali gauti kokybiskai ir kiekybiskai panasius rezultatus, matas. Atku-
riamumas tarp laboratorijy nustatomas atlickant pradinio tinkamumo patvirtinimo ir tinkamumo pavirtinimo procesus
ir rodo laipsnj, kuriuo bandyma galima sé¢kmingai perkelti tarp laboratorijy; tai dar vadinama tarplaboratoriniu
atkuriamumu (14).

Atkuriamumas laboratorijoje — laipsnio, kuriuo kvalifikuoti darbuotojai toje pacioje laboratorijoje gali sékmingai atkartoti
rezultatus, taikydami konkrety protokola skirtingu metu, matas. Dar vadinamas laboratoriniu atkuriamumu (14).
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JAS irgi“ (angl. me-too) bandymas — $nekamosios kalbos pasakymas, kuriuo vadinamas bandymo metodas, struktariskai
ir funkciskai panaus j patvirtinto tinkamumo ir pripazinta pamatinj bandymo metoda. Toks bandymo metodas gali
bati taikomas palyginamajam tinkamumo patvirtinimui. Taikomas pakaiciui su panasiu bandymo metodu (14).

Riktas — pastebéjimas, kad verté labai skiriasi nuo kity atsitiktinio populiacijos éminio verciy.

Naudojimo charakteristiky standartai (angl. PS) — standartai, pagristi patvirtinto tinkamumo bandymo metodu, sudarantys
pagrindg jvertinti siilomo funkciskai ir mechanistiskai panaSaus bandymo metodo palyginamumg. [traukiami Sie
dalykai: i) esminiai bandymo metodo komponentai, ii) bitinasis sarasas etaloniniy cheminiy medziagy, parinkty i3
ty medZiagy, kurios naudojamos patvirtinto tinkamumo bandymo metodo priimtinoms naudojimo charakteristikoms
jrodyti, ir iii) panaSus tikslumo ir patikimumo lygis, atsizvelgiant | pasiekiamajj patvirtinto tinkamumo bandymo
metodu, kurj silomas bandymo metodas turi turéti vertinamas pagal butinajj etaloniniy cheminiy medziagy sarasa
(14).

Patentuotas bandymo metodas — bandymo metodas, su kuriuo susijusi gamyba ir platinimas yra ribojami patentais,
autoriaus teisémis, prekés Zenklais ir kt.

Kokybés uztikrinimas — valdymo procesas, per kurj asmenys, nepriklausomi nuo atliekanciyjy bandymus, jvertina, kaip
laboratorija laikosi bandymo standarty, reikalavimy ir uzrasy saugojimo procediry bei duomeny perdavimo tikslumo.

Etaloninés cheminés medziagos — cheminés medziagos, kurios yra pasirinktos naudoti tinkamumo patvirtinimo procese ir
kuriy atveju atsakas in vitro arba in vivo etaloninéje bandymo sistemoje arba dominanéiy riisiy atsakas jau zinomas. Sios
cheminés medziagos turi bati tipinés cheminiy medziagy klaséms, kurioms numatyta taikyti bandymo metoda, ir turi
perteikti visus atsakus, kuriy tikimasi i§ cheminiy medZziagy, kurioms gali bati taikomas metodas — tiek stiprius, tieck
silpnus, tiek neigiamus. Skirtingais tinkamumo patvirtinimo proceso etapais ir skirtingiems bandymo metodams bei
paskirtims gali prireikti skirtingy etaloniniy cheminiy medziagy rinkiniy (14).

Tinkamumas — bandymo ir dominancio poveikio sarysio ir bandymo prasmingumo bei naudingumo konkreciam tikslui
apibidinimas. Tai yra matas, kiek tiksliai bandymu i$matuojamas ar numanomas dominantis biologinis poveikis.
Tinkamumas apima bandymo metodo tikslumo (sutapimo) aspekta (14).

Patikimumas — juo jvertinamas laipsnis, kuriuo bandymo metodas gali bati ilgainiui atkartojamai atliekamas vienoje ir
skirtingose laboratorijose, taikant ta patj protokolg. Jis jvertinamas skaiiuojant atkuriamuma laboratorijoje ir tarp
laboratorijy (14).

Odos jautrinimas — imunologinis procesas, vykstantis paveiky individg iSoriskai paveikus cheminiu alergenu, kuris
sukelia odos imuninj atsakg, dél kurio gali atsirasti kontaktinis jautrinimas.

Dirginimo rodiklis (angl. SI) — verté, apskaiciuojama bandomosios medziagos jautrinimo potencialui jvertinti — tai yra
paveikty grupiy proliferacijos sarysio su lygiagrecios nesiklio kontrolinés grupés proliferacija koeficientas.

Bandomoji medziaga (dar vadinama bandomgja chemine medZiaga) — bet kuri medziaga ar miSinys, bandomi taikant §j
bandymy metoda.

Patvirtinto tinkamumo bandymo metodas — bandymo metodas, kurio tinkamumo patvirtinimo tyrimai atlikti, nustatant
tinkamuma (jskaitant tiksluma) ir patikimuma konkreciam tikslui. Svarbu pazyméti, kad patvirtinto tinkamumo
bandymo metodas gali biti nepakankamy naudojimo charakteristiky tikslumo ir patikimumo prasme, kad bty
pripazintas tinkamu sitlomam tikslui (14).“

. B.46 skyrius kei¢iamas taip:

,B.46. IN VITRO ODOS DIRGINIMAS. REKONSTRUOTO ZMOGAUS EPIDERMIO BANDYMO METODAS

IVADAS

1. Odos dirginimu vadinama griZtamoji odos paZaida po bandomosios medziagos uztepimo ne ilgiau kaip 4
valandoms [kaip apibrézta Jungtiniy Tauty (JT) visuotinai suderintoje cheminiy medziagy klasifikavimo ir Zenk-
linimo sistemoje (angl. GHS)] ir 2008 m. gruodzio 16 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamente (EB)
Nr. 1272/2008 dél cheminiy medziagy ir miiniy klasifikavimo, zenklinimo ir pakavimo (KZP) (1)(3)]. Sis
bandymo metodas (BM) apima in vitro procediirg, pagal kuria galima nustatyti dirginanciyjy cheminiy medziagy
(ir misiniy) pavojy pagal JT GHS ir ES KZP 2-3ja kategorija (1) (2) (3). ES ir kituose regionuose, kuriuose
netaikoma papildomoji JT GHS 3-ioji kategorija (Svelnds dirgikliai), $is BM taip pat gali bati taikomas neklasifi-
kuojamoms cheminéms medziagoms, t. y. priskirtoms JT GHS ir ES KZP grupei ,néra kategorijos®, identifikuoti
(1)(3). Sis BM gali biiti taikomas cheminiy medziagy galimybei dirginti oda nustatyti, kaip atskiras pakaitinis
bandymas, skirtas in vivo odos dirginimui bandyti pagal nuosekliyjy bandymy strategija (4 ir Sio priedo B.4
skyrius).
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Odos dirginimas paprastai buvo vertinamas naudojant laboratorinius gyviinus [OECD bandymy metodika 404; sio
priedo B.4 skyrius](4). Rupinantis gyviiny gerove, B.4 metodu (pakeistu 2004 m.) galima nustatyti ésdinamajj ar
dirginamgjj poveikj odai pagal nuosekliyjy bandymy strategija, taikant patvirtinto tinkamumo in vitro ir ex vivo
metodus ir taip apsaugant gyviinus nuo skausmo ir kanciy. Nuosekliosios bandymy strategijos B.4 arba OECD
bandymy metodikos 404 (4) ésdinimo bandymams tinka trys patvirtinto tinkamumo in vitro bandymy metodai,
priimti kaip OECD bandymy metodikos 430, 431 bei 435 (5) (6) (7), o du i3 jy — kaip Sio priedo B.40 ir B.40a
skyriai.

Sis BM skirtas odos dirginimui pagal Zmogaus sveikatos jvertj. Jis pagristas rekonstruoto zmogaus epidermio (angl.
reconstructed human epidermis, RhE) modeliu, kurio bendroji schema (kaip lasteliy Saltinis naudojami Zmogaus
epidermio keratinocitai, reprezentatyvusis audinys ir citoarchitektonika) labai artima Zmogaus odos pavirSinio
sluoksnio, t. y. epidermio biocheminéms ir fiziologinéms savybéms. Be to, | §j BM itrauktas naudojimo charak-
teristiky standarty (angl. PS) rinkinys (2 priedélis), skirtas ivertinti panasius ir modifikuotus RhE pagristus
bandymo metodus, kuriuos EC-ECVAM (8) parengé pagal OECD metodikos dokumenta Nr. 34 (9).

Yra trys patvirtinto tinkamumo metodai, atitinkantys $j BM. Buvo atlikti dviejy in vitro bandymo metody (10) (11)
(12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20), kuriy komercinis pavadinimas ,EpiSkin™ (patvirtinto tinkamumo
pamatinis metodas, angl. Validated Reference Method, VRM), pradinio tinkamumo patvirtinimo, optimizavimo ir
tinkamumo patvirtinimo tyrimai, naudojant RhE modelj. Remiantis PS pagristy tinkamumo patvirtinimu (21),
dviejy kity komerciniy in vitro odos dirginimo RhE metody rezultatai yra panasiis VRM: ,EpiDerm™ SIT (EPI-
200) ir ,SkinEthic™“ RHE metodai (22).

Prie§ taikant sitloma panasy arba modifikuotg in vitro RhE metodg, kuris néra VRM, ,,EpiDermTM“ SIT (EPI-200)
arba ,SkinEthic™“ RHE, reglamentavimo tikslais reikia nustatyti jo patikimuma, tinkamumg (tiksluma) ir siilomo
naudojimo apribojimus, siekiant uZtikrinti jo panasuma i VRM, pagal siame BM nustatytus PS (2 priedélis) Be to,
prie§ kuriant panasy ar modifikuotg in vitro RhE metoda, tvirtinant jo tinkamumag ir pateikiant oficialiai patvirtinti,
rekomenduojama laikytis OECD aiSkinamojo pagrindy dokumento, skirto in vitro odos dirginimo bandymams
(23).

APIBREZTYS

6.

Vartojamos apibréztys pateiktos 1 priedélyje.

PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

7.

Sio BM apribojimas, kurj rodo tinkamumo patvirtinimo tyrimas (16), yra tai, kad pagal ji cheminiy medziagy
negalima priskirti papildomai JT GHS 3-iajai kategorijai ($velniis dirgikliai) (1). Kai taikomas kaip dalinis pakaitinis
bandymas, gali prireikti paskesnio in vivo bandymo, kad bty visiskai apibaidintas odos dirginimo potencialas (4 ir
Sio priedo B.4 skyrius). Pripazistama, kad Zmogaus odos bandymams taikomi nacionaliniai ir tarptautiniai etikos
principai ir salygos.

Sis BM skirtas odos korozijos/dirginimo nuosekliyjy bandymy strategijos B.4 (OECD bandymy metodika 404) in
vitro odos dirginimo komponentui (4). Nors taikant §j BM negaunama pakankamos informacijos apie odos
korozijg, reikia pazyméti, kad odos korozijai skirtas B.40a (OECD bandymy metodika 431) yra pagristas ta
pacia RhE bandymo sistema, ta¢iau taikomas kitas protokolas (B.40a skyrius). Sis metodas pagristas RhE modeliais,
pagal kuriuos naudojami zmogaus keratinocitai, kurie dél to in vitro atitinka dominancios rasies tikslinj organg. Be
to, jis tiesiogiai apima pradinj veikiancios uzdegiminés kaskados | mechanizmo (lastelés ir audinio pazeidima, dél
kurio patiriama vietiné trauma) etapg, jvykstantj dirginant in vivo. Atliekant $iam BM skirtg tinkamumo patvirti-
nimg buvo i$bandyta daug cheminiy medziagy ir i empiring tinkamumo patvirtinimo tyrimo duomeny bazg i3
viso jtrauktos 58 cheminés medziagos (16) (18) (23). Tai yra kietosios medziagos, skysciai, pusiau kietosios
medzZiagos ir vaskai. Skysciai gali buti vandeniniai ir nevandeniniai; kietosios medziagos gali bati tirpios ir
netirpios vandenyje. Kai jmanoma, kietosios medziagos prie§ uztepima sumalamos iki smulkiy milteliy; niekaip
kitaip méginio apdoroti nereikia. Dujos ir purskalai tinkamumo patvirtinimo tyrimu kol kas jvertinti nebuvo (24).
Nors $ias medziagas jmanoma bandyti pagal RhE metodika, pagal § BM dujy ir purskaly bandyti negalima. Taip
pat reikia pazyméti, kad labai spalvingos cheminés medziagos gali trukdyti atlikti lasteliy gyvybingumo matavimus
ir pataisoms bitina naudoti pritaikytas kontrolines medziagas (zr. 24-26 skirsnius).

Jei klasifikacija neabejotina, bandomajai cheminei medziagai turi pakakti vienos bandymy serijos su trimis karto-
tiniais audiniais. Taciau, jei rezultatai ribiniai, pvz., kartotiniy matavimy rezultatai nesutampa ir (arba) vidutiné
procentiné gyvybingumo verté lygi 50 * 5 %, turi biti apsvarstyta, ar nereikia antrosios serijos ir treciosios, jei
pirmyjy dviejy serijy rezultatai iSsiskirty.

BANDYMO PRINCIPAS

10. Bandomoji cheminé medziaga uZtepama ant trimacio RhE modelio, sudaryto i§ normaliy Zmogaus odos kerati-

nocity, kurie buvo kultivuojami, kad galéty bati gautas daugiasluoksnis labai gerai diferencijuotas Zmogaus
epidermio modelis. Ji sudaro suformuoti pamatinis, dygliuotasis ir gridétasis sluoksniai ir daugiasluoksnis stratum
corneum, turintis tarplasteliniy Zvyneliy pavidalo lipidy sluoksniy, kuriy struktiira yra analogiska in vivo nustatytai
struktdrai.
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11. Cheminiy medziagy sukeltas odos dirginimas, pasireiskiantis eritema ir edema, yra jvykiy kaskados, prasidedancios
prasiskverbimu pro stratum cormeum ir po juo esanéiy keratinocity sluoksniy pazeidimu, padarinys. Zivantys
keratinocitai i$leidzia mediatorius, kurie pradeda uzdegiming kaskada, veikiancia dermio lasteles, pirmiausia stromos
ir endotelio lasteles. Matoma eritemg ir edemg sukelia batent endotelio lasteliy iSsiplétimas ir padidéjes pralai-

dumas (24). RhE grindZiamais metodais matuojami kaskada sukeliantys jvykiai.

12. Lasteliy gyvybingumas RhE modeliuose matuojamas pagal gyvybinio daziklio MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio bromido (tiazolilio mélio), CAS Nr. 298-93-1, fermenting konversijg j mélyng formazano druska,
kurios kiekis i$matuojamas i§skyrus i§ audiniy (25). Dirginancios cheminés medziagos identifikuojamos pagal jy
geba sumazinti lasteliy gyvybinguma iki maZesnio nei nustatyto slenkstinio lygio (t. y. < 50 % JT GHS/ES KZP 2-
ajai kategorijai). Atsizvelgiant i reglamentavimo sistema, kurioje naudojami $io BM rezultatai, cheminés medziagos,
po kuriy poveikio lasteliy gyvybingumas virija nustatyta slenkstinj lygj, gali bati laikomos nedirginanciomis (t. y.
> 50 %, ,néra kategorijos®).

KVALIFIKACIJOS JRODYMAS

13. Prie§ pradédamos jprastu badu taikyti bet kur i§ trijy patvirtinto tinkamumo metody, kurie atitinka § BM,

laboratorijos turi jrodyti techning kvalifikacija, naudodamos desimt etaloniniy cheminiy medziagy, i§vardyty 1

lentel¢je. Taikant panasius metodus, parengtus pagal §j BM, arba pakeitus bet kurj i§ trijy patvirtinto tinkamumo
metody, turi bati laikomasi Sio BM 2 priedélyje aprasyty PS reikalavimy, kad metodas galéty bati taikomas

reglamentuojamiems bandymams.

14. Rekomenduojama, kad, jrodydamas kvalifikacijg, naudotojas patikrinty gauty audiniy apsaugines savybes, nuro-
dytas RhE modelio gamintojo. Tai ypa¢ svarbu, jei audiniai veZami ilgus nuotolius ar laiko tarpa. Kai metodas
sékmingai patvirtintas ir jrodyta jo taikymo kvalifikacija, véliau tokio tikrinimo pastoviai daryti nebitina. Taciau,

jei metodas taikomas pastoviai, rekomenduojama ir toliau reguliariai vertinti audiniy apsaugines savybes.

1 lentelé

Etaloninés cheminés medzZiagos (')

Cheminés medziaga CAS Nr. In vivo jvertis () | Fizikiné biisena | JT GHSJES KZP kategorija
naftalenacto rugstis 86-87-3 0 Kieta m. Be kat.
izopropanolis 67-63-0 0,3 Skystis Be kat.
metilstearatas 112-61-8 1 Kieta m. Be kat.
heptilbutiratas 5877-93-9 1,7 Skystis Be kat.

(3-i0ji papildomoji kategori-
ja) C), (%)
heksilsalicilatas 6255-76-3 2 Skystis Be kat.
(3-ioji papildomoji kategori-
ja) ), ()
ciklamenaldehidas 103-95-7 2,3 Skystis 2 kat.
1-bromheksanas 111-25-1 2,7 Skystis 2 kat.
kalio hidroksidas (5 % vand.) 1311-58-3 3 Skystis 2 kat.
1-metil-3-fenil-1-piperazinas 5277-27-2 3,3 Kieta m. 2 kat.
Heptanalis 111-71-7 3,4 Skystis 2 kat.

(1
(2
(3
(

4

Sios etaloninés cheminés medziagos yra tinkamumo patvirtinimo tyrime naudojamy etaloniniy cheminiy medziagy poaibis.
In vivo jvertis pagal B.4 ir OECD bandymy metodikg 404 (4).
Pagal $ig bandymo metods, JT GHS 3-ioji papildomoji kategorija ($velnds dirgikliai) (1) prilyginama ,néra kategorijos”.
JT GHS 3-ioji papildomoji kategorija netaikoma pagal ES KZP.
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BANDYMO EIGA

15. Toliau apraomi odos dirginimui jvertinti naudojamo RhE metodo komponentai ir procediiros. RhE modelis gali
bati atkurtas, paruostas vietoje arba jsigytas. Galimos standartinés taikymo procediros (angl. Standard Operating
Procedures, SOP): ,EpiSkin™, EpiDerm™“ SIT (EPI-200) ir ,SkinEthic™* RHE) (26) (27) (28). Bandymai turi biiti
atlickami kaip nurodyta toliau:

RhE Bandymo Metodo Komponentai
Bendrosios sglygos

16. Epiteliui atkurti turi bati naudojami normaliis Zmogaus odos keratinocitai. Po funkciniu stratum corneum turi biti
keli gyvybingy epitelio lasteliy sluoksniai (pamatinis sluoksnis, dygliuotasis (stratum spinosum), griidétasis (stratum
granulosum)). Stratum corneum turi bati daugiasluoksnis ir turéti pagrindinius lipidy sluoksnius, kad biity gautas
patvarus funkcinis barjeras, kuris baty atsparus cheminiy citotoksiniy Zymekliy, pvz., natrio dodecilsulfato (SDS)
arba ,Triton X-100° greitam prasiskverbimui. Apsauginé funkcija gali buti jvertinta nustatant koncentracijg, kuriai
esant cheminis Zymeklis, pra¢jus nustatytam poveikio laikui, sumazina audiniy gyvybinguma 50 % (IC5,) arba
nustatant tam tikros pastovios koncentracijos cheminio Zymeklio poveikio trukme, per kuria lasteliy gyvybin-
gumas sumazéja 50 % (ETs). Modelis turi turéti sulaikymo savybes, kurios apsaugoty nuo medZziagos patekimo j
gyvaji audinj apeinant stratum corneum, dél ko bity blogai modeliuojamas odos veikimas medziaga. RhE modelis
turi biti neuZter$tas bakterijomis, virusais, mikoplazma ar grybeliais.

Funkcinés sglygos
Gyvybingumas

17. Gyvybingumo dydziui nustatyti taikomas MTT bandymas (25). Naudojantieji RhE modelj turi uZtikrinti, kad
kiekviena RhE modelio partija atitikty apibréZtus neigiamo poveikio kontrolinés medziagos (angl. NC) kriterijus.
Paties ekstrahavimo tirpalo optinis tankis (angl. optical density, OD) turi bati pakankamai mazas, t. y. OD <0,1.
Neigiamo poveikio kontrolinés medziagos OD verciy (odos dirginimo bandymo metodo sglygomis) priimtinumo
intervalg (virSuting ir apating ribas) nustato hE modelio gamintojastickéjas, o 3-y patvirtinto tinkamumo metody
priimtinumo intervalai nurodyti 2 lenteléje. Reikia patvirtinti dokumentais, kad NC paveiktas audinys yra stabilus
kultiiroje (gaunami panasiis gyvybingumo matavimo rezultatai) visa veikimo medziaga laikotarpj.

2 lentelé

Neigiamo poveikio kontrolinés medziagos OD ver¢iy priimtinumo intervalai

Apatiné priimtinumo riba Virdutiné priimtinumo riba
EpiSkin™ (SM) > 0,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >1,0 <25
SkinEthic™ RHE 21,2 <25

Apsauginé funkcija

18. Stratum corneum ir jo lipidy sudétis turi bati pakankama, kad jie bty atspariis greitam cheminiy citotoksiniy
zymekliy, pvz., SDS arba Triton X-100, prasiskverbimui, jvertintam matuojant ICsq arba ET5, (3 lentele).

Morfologija

19. Turi bati atliktas RhE modelio histologinis tyrimas, siekiant jrodyti, kad ji turi { Zmogaus epidermj panasia struktiira
(iskaitant daugiasluoksnj stratum corneum).

Atkuriamumas

20. Reikia jrodyti bandymo metodo rezultaty, gauty naudojant teigiamo poveikio kontroling cheming medziaga (PC) ir
neigiamo poveikio kontrolines medziagas (NC), ilgalaikj atkuriamuma.
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Kokybés kontrolé (angl. quality control, QC)

21. RhE modelio gamintojas/tickéjas turi uZtikrinti ir jrodyti, kad kiekviena naudojama RhE modelio partija atitinka
nustatytus produkcijos isleidimo kriterijus, i§ kuriy svarbiausi yra gyvybingumo (17), apsauginés funkcijos (18 skirsnis)
ir morfologijos (19 skirsnis) kriterijai. Sie duomenys turi biiti pateikti taikantiesiems metoda, kad jie galéty jtraukti
§ig informacijg  bandymo ataskaitg. IC5, arba ETs, priimtinumo intervalg (virSutine ir apating ribas) turi nustatyti
RhE modelio gamintojas/tickéjas (arba tyréjas, kai naudojamas vietinis modelis). Tik su kokybiskais audiniais gauti
rezultatai gali bati laikomi patikimais prognozuojant dirginimo Klasifikacija. 3 lenteléje pateikti patvirtinto tinka-
mumo trijy metody priimtinumo intervaly pavyzdziai.

3 lentelé
QC partijos iSleidimo kriterijy pavyzdziai
Apatiné priimtinumo riba VirSutiné priimtinumo riba

EpiSkin™ (SM) IC5 = 1,0 mg/ml IC5 = 3,0 mg/ml

(18 valandy apdorojimas naudojant SDS)(26)

EpiDerm™ SIT (EPI-200) ET5, = 4,8 val. ET5, = 8,7 val.

(1% ,Triton X-100)(27)

SkinEthic™ RHE ET5, = 4,0 val. ET5y = 9,0 val.

(1% ,Triton X-100)(28)

Bandomosios ir kontrolinés cheminiy medZiagy uztepimas

22

23.

. Kiekvienai bandomajai cheminei medziagai ir kontrolinei medziagai kiekvienoje bandymo serijoje turi biti naudo-
jami bent trys kartotiniai bandiniai. Tiriant skystasias ir kietgsias medziagas, naudojamos bandomosios cheminés
medzZiagos kiekis turi biiti pakankamas, kad epidermio pavirSius bty tolygiai padengtas medZziaga, bet vengiama
neribotos dozés, t. y. naudotinas minimalus kiekis turi biiti 25 uljem? arba 25 mgjcm?. Jei bandomos kietosios
medziagos, prie§ jy uZtepima epidermio pavirsiy reikia suvilgyti dejonizuotu arba distiliuotu vandeniu, kad bty
uztikrintas geras bandomosios cheminés medZiagos salytis su epidermio pavirSiumi. Jei jmanoma, kietasias
medZiagas reikia bandyti smulkiy milteliy pavidalu. Pasibaigus veikimo medZiaga laikotarpiui, bandomoji
medZiaga turi bati kruopsciai nuplauta nuo epidermio pavirSiaus vandeniniu buferiniu tirpalu arba 0,9 % NaCl.
Atsizvelgiant | tai, kuris i§ trijy patvirtinto tinkamumo RhE metodas taikomas, poveikio trukmé gali bati nuo 15
iki 60 min, o inkubavimo temperatiira — nuo 20 °C iki 37 °C. Sios poveikio trukmés ir temperatiiros optimi-
zuojamos kiekvienam RhE metodui ir ireiSkia skirtingas budingasias $iy metody savybes; i$samiau Zzr. $iy metody
standartines taikymo procediras (SOP) (26) (27) (28).

Kiekvienoje bandymy serijoje lygiagreciai turi bati naudojamos NC ir PC, sickiant jrodyti, kad gyvybingumas (su
NC), apsauginé funkcija ir pasireiskes audiniy jautrumas (su PC) atitinka anksciau sukaupty duomeny priimtinumo
intervalg. Sitloma PC yra 5 % vandeninis SDS. Sitilomos NC cheminés medziagos yra vanduo arba fiziologinis
tirpalas fosfatiniame buferyje (angl. phosphate buffered saline, PBS).

Lgsteliy gyvybingumo matavimai

24. Svarbiausias bandymo procediiros elementas yra tai, kad gyvybingumas matuojamas ne i§ karto, kai baigiama

25.

26.

veikti bandomagja chemine medZiaga, bet praéjus pakankamai ilgam inkubaciniam laikotarpiui po veikimo ir
audiniy plovimo $viezia terpe. Per § laikotarpj sudaromos salygos atsigauti po silpno dirginimo poveikio ir
atsirasti aiskiam citotoksiniam poveikiui. Bandymo optimizavimo tarpsniu (11) (12) (13) (14) (15) buvo nustatyta,
kad optimali inkubacinio laikotarpio po apdorojimo trukmeé lygi 42 h.

MTT bandymas yra patvirtinto tinkamumo kiekybinis metodas, kuris turi bati taikomas lasteliy gyvybingumui
pagal §j BM matuoti. Jis yra suderinamas su trimaciu audinio modeliu. Audinio éminys 3 valandas laikomas
reikiamos koncentracijos MTT tirpale (pvz., 0,3-1 mg/ml). Mélynos spalvos formazano junginio nuosédos ekst-
rahuojamos i§ audinio tirpikliu (pvz., izopropanoliu, pariigstintu izopropanoliu), o formazano koncentracija
matuojama nustatant OD esant 570 nm bangy ilgiui ir ne didesniam kaip * 30 nm filtro juostos plociui.

Bandomosios cheminés medziagos optinés savybés arba jos cheminis poveikis MTT gali trukdyti atliekant tyrima ir
taip gali bati gautas klaidingas gyvybingumo jvertis (nes bandomoji medziaga gali trukdyti atsirasti spalvai, leisti jai
iSnykti arba sukelti spalvos atsiradima). Tai gali jvykti, kai tam tikra bandomoji medZiaga nevisiskai pasalinama i§
audinio skalaujant arba kai ji prasiskverbia i epidermj. Jei bandomoji cheminé medziaga tiesiogiai veikia MTT (MTT
reduktoriy), yra i§ prigimties spalvota arba nusidazo apdorojant audinj, reikia naudoti papildomas kontrolines
medziagas, kad biity galima aptikti bandomosios cheminés medziagos trikdZius taikomam gyvybingumo mata-
vimo metodui ir padaryti pataisg. [Ssamy aprasg, kaip taikyti pataisa tiesioginiam MTT redukavimui ir trikdziams
del dazaly, galima rasti trijy patvirtinto tinkamumo metody SOP (26) (27) (28).
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Priimtinumo kriterijai

27. Pagal kiekvieng metoda, kai taikomos patvirtinto tinkamumo RhE modeliy partijos (zr. 21 skirsnj), turi bati gautos
tokios NC paveikty audiniy OD vertés, kurios rodyty visus vezimo bei priémimo etapus ir visg dirginimo
bandymo protokolo procesa pragjusiy audiniy kokybe. Kontroliniy medziagy OD vertés neturi bati maZesnés
nei pagal anksciau sukauptus duomenis nustatytos apatinés ribinés vertés. Panasiai, PC, t. y. 5 % vandeniniu SDS,
paveikti audiniai turi gebéti atsakyti i dirginancios cheminés medziagos veikimg BM salygomis (26) (27) (28).
Reikia nustatyti susijusius ir tinkamus kartotiniy audiniy kintamumo matus (pvz., jei taikomi standartiniai nuokry-
piai (angl. standard deviation, SD), jie turi bati i§ vienpusio 95 % leidZiamyjy nuokrypy intervalo, apskaiciuoto pagal
anksciau sukauptus duomenis; VRM SD < 18 %).

Rezultaty aiskinimas ir prognozavimo modelis

28. Gautos kiekvienos bandomosios cheminés medziagos OD vertés gali bati taikomos nustatant gyvybingumo
procenting dalj, palyginti su NC, kuriy gyvybingumas prilyginamas 100 %. Ribiné lasteliy gyvybingumo procen-
tinés dalies vert¢, skirianti dirginancias bandomasias chemines medziagas nuo neklasifikuojamuyjy, ir statistiné (-és)
procediira (-os), taikyta (-os) rezultatams jvertinti ir dirginan¢ioms cheminéms medziagoms identifikuoti, turi biti
aiSkiai apibréztos ir patvirtintos dokumentais, taip pat turi biti jrodytas jy tinkamumas. Toliau pateiktos dirgi-
nimui prognozuoti naudojamos ribinés vertés:

— laikoma, kad bandomoji cheminé medZiaga yra dirginanti oda pagal JT GHS/ES KZP 2-aja kategorija, jei
audinio gyvybingumas po veikimo medziaga ir paskesnio inkubavimo yra mazesnis arba lygus (<) 50 %,

— atsizvelgiant j reglamentavimo sistemg, kurioje naudojami $io BM rezultatai, gali buti laikoma, kad bandomoji
cheminé medziaga yra nedirginanti odos pagal JT GHS|ES KZP ,néra kategorijos* klasifikacij, jei audinio
gyvybingumas po veikimo medZiaga ir paskesnio inkubavimo yra didesnis kaip (>) 50 %.

DUOMENYS IR ATASKAITY TEIKIMAS
Duomenys

29. Lentelése turi bati pateikti kiekvieno atskiro audinio kartotinio bandinio duomenys (pvz., optinio tankio vertés ir
apskaiCiuoty lasteliy gyvybingumo procentiniy verciy duomenys kiekvienai bandomajai cheminei medziagai,
jskaitant klasifikavimg), jtraukiant ir pakartoty bandymy, jei reikia, duomenis. Be to, ataskaitoje reikia pateikti
kiekvienos bandymy serijos vidutinés vertés * standartinio nuokrypio duomenis. Ataskaitoje reikia nurodyti
pastebétas spalvoty bandomuyjy cheminiy medziagy saveikas su MTT reagentu.

Bandymo ataskaita
30. Bandymo ataskaitoje turi bati pateikta i informacija:
Bandomoji ir kontroliné cheminés medziagos:

— cheminis (-ai) pavadinimas (-ai), pvz., CAS pavadinimas ir CAS numeris, EC pavadinimas ir numeris, jei
Zinomas,

— grynumas ir sudétis (masés procentine (-émis) dalimi (-is)),

— fizikinés ir cheminés savybés (pvz., fiziné biisena, stabilumas, lakumas, pH ir tirpumas vandenyje, jei Zinomas),
svarbios atlickamam tyrimui),

— bandomyjy ir (arba) kontroliniy cheminiy medziagy apdorojimas prie§ bandyma, jei taikomas (pvz., $ildymas,
malimas),

— laikymo salygos.

RhE modelio ir naudoto protokolo pagrindimas.
Bandymo salygos:
— naudota lasteliy sistema,

— visa su konkre¢iu RhE modeliu susijusi informacija, jskaitant jo naudojimo charakteristikas. Ja turi sudaryti Sie
ir kiti duomenys:

i) gyvybingumas;
ii) apsauginé funkcija;
iii) morfologija;
iv) atkuriamumas ir prognozuojamumas;
v) kontrolinés medziagos modelio kokybei nustatyti,
— i§sami informacija apie taikyta bandymo procedira:
— naudotos bandomosios dozés, veikimo medziaga trukmé ir inkubacinis laikotarpis po veikimo,

— visy bandymo procediros pakeitimy aprasymas,
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— nuoroda | anksciau sukauptus modelio duomenis. J turi sudaryti Sie ir kiti duomenys:
i) kokybés kontrolés duomeny priimtinumas atsizvelgiant i anksciau sukauptus partijos duomenis;

ii) teigiamy ir neigiamy kontroliniy ver¢iy priimtinumas atsizvelgiant i teigiamo ir neigiamo poveikio kont-
roliniy medziagy vidurkius ir intervalus,

— taikyty vertinimo kriterijy, jskaitant prognozés modelio ribinio (-iy) tasko (-y) pagrindimo kriterijus, aprasy-
mas,

— nuoroda | anksciau sukauptus duomenis.

Rezultatai:

— atskiry bandomyjy cheminiy medziagy kiekvienos bandymy serijos ir kiekvieno kartotinio matavimo
duomeny lentelés,

— su tiesioginiais MTT reduktoriais ir (arba) spalvotomis bandomosiomis cheminémis medziagomis naudoty
kontroliniy medziagy nuoroda,

— kity pastebéty reiskiniy aprasymas.

Rezultaty aptarimas
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1 priedélis
Apibréztys

Tikslumas — bandymo metodo rezultaty ir patvirtinty pamatiniy verciy artumas. Tikslumas yra bandymo metodo
naudojimo charakteristiky matas ir vienas i§ tinkamumo aspekty. Terminas daznai vartojamas kaip lygiavertis terminui
,sutapimas® ir reiskia tinkamy bandymo metodo rezultaty dalj (9).

Lgsteliy gyvybingumas — parametras suminiam lasteliy populiacijos aktyvumui matuoti, pvz., lasteliy mitochondriniy
dehidrogenaziy geba redukuoti gyvybinj daziklj MTT ([3—(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolinio bromida, tiazo-
lilo melj), kuris, atsizvelgiant | galutinj matuojama dydj ir taikomg bandymo schema, yra susijes su suminiy Igsteliy
kiekiu ir (arba) jy gyvybingumu.

Sutapimas — tai yra bandymo metody, kuriais gaunami vienareik§miai rezultatai, naudojimo charakteristiky matas ir
vienas i§ tinkamumo aspekty. Terminas vartojamas kaip lygiavertis terminui ,tikslumas® ir apibréziamas kaip dalis visy
i$bandyty cheminiy medziagy, kurios tiksliai klasifikuotos kaip teigiamos arba neigiamos (9).

ETs, — gali bti jvertintas kaip veikimo trukmeé, per kuria lasteliy gyvybingumas sumazéja 50 % jas veikiant tam tikros
pastovios koncentracijos cheminiu Zymekliu, Zr. taip pat ICs,.

ES KZP (2008 m. gruodZio 16 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas (EB) Nr. 1272/2008 dél cheminiy medZiagy ir
misiniy klasifikavimo, Zenklinimo ir pakavimo) — Europos Sajungos (ES) igyvendina JT GHS cheminiy medZiagy (medZiagy
ir misiniy) klasifikavimo sistemg (3).

GHS (Visuotinai suderinta cheminiy medZiagy klasifikavimo ir Zenklinimo sistema) — sistema, kurioje pateikiama cheminiy
medziagy (medZziagy ir miSiniy) Klasifikacija pagal standartizuotus fiziniy pavojy, pavojy sveikatai bei aplinkai tipus ir
nagrinéjami atitinkami informaciniai elementai, pvz., piktogramos, signaliniai ZodZiai, pavojaus pareiSkimai, jspéjamieji
pareiskimai ir saugos duomeny lapai, kad buty galima informuoti apie medziagy neigiama poveiki, siekiant apsaugoti
zmones (jskaitant darbuotojus, darbininkus, vezéjus, vartotojus ir avarijy likvidatorius) ir aplinka (1).

IC5q — gali bati jvertintas kaip cheminio Zymeklio koncentracija, kuriai esant lasteliy gyvybingumas sumazéja 50 %
(IC5q) pragjus nustatytai veikimo trukmei, Zr. taip pat ETs,.

Neribota dozé — ant epidermio tepamas bandomosios medziagos kiekis, didesnis uz kieki, kurio reikia visiskai ir tolygiai
uzdengti epidermio pavirsiy.

JAS irgi“ (angl. me-too) bandymas — $nekamosios kalbos pasakymas, kuriuo vadinamas bandymo metodas, struktariskai
ir funkciskai panasus j patvirtinto tinkamumo ir pripazinta pamatinj bandymo metoda. Toks bandymo metodas gali
bati taikomas palyginamajam tinkamumo patvirtinimui. Taikomas pakai¢iui su panasiu bandymo metodu (9).

Naudojimo charakteristiky standartai (angl. PS) — standartai, pagristi patvirtinto tinkamumo bandymo metodu, sudarantys
pagrindg jvertinti siilomo funkciskai ir mechanistiskai panaSaus bandymo metodo palyginamumg. [traukiami Sie
dalykai: i) esminiai bandymo metodo komponentai, ii) bitinasis sarasas etaloniniy cheminiy medziagy, parinkty i3
ty medziagy, kurios naudojamos patvirtinto tinkamumo bandymo metodo priimtinoms naudojimo charakteristikoms
jrodyti, ir iii) panaSus tikslumo ir patikimumo lygis, atsizvelgiant | pasiekiamaji patvirtinto tinkamumo bandymo
metodu, kurj siilomas bandymo metodas turi turéti vertinamas pagal batinajj etaloniniy cheminiy medziagy sarasa (9).

Etaloninés cheminés medziagos — cheminés medziagos, kurios yra pasirinktos naudoti tinkamumo patvirtinimo procese ir
kuriy atveju atsakas in vitro arba in vivo etaloninéje bandymo sistemoje arba dominanciy riisiy atsakas jau zinomas. Sios
cheminés medziagos turi bati tipinés cheminiy medziagy klaséms, kurioms numatyta taikyti bandymo metoda, ir turi
perteikti visus atsakus, kuriy tikimasi i§ cheminiy medZziagy, kurioms gali bati taikomas metodas — tiek stiprius, tiek
silpnus, tiek neigiamus. Skirtingais tinkamumo patvirtinimo proceso etapais ir skirtingiems bandymo metodams bei
paskirtims gali prireikti skirtingy etaloniniy cheminiy medziagy rinkiniy (9).
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Tinkamumas — bandymo ir dominancio poveikio sgrysio ir bandymo prasmingumo bei naudingumo konkreciam tikslui
apibidinimas. Tai yra matas, kiek tiksliai bandymu i$matuojamas ar numanomas dominantis biologinis poveikis.
Tinkamumas apima bandymo metodo tikslumo (sutapimo) aspekta (9).

Patikimumas — juo jvertinamas laipsnis, kuriuo bandymo metodas gali bati ilgainiui atkartojamai atliekamas vienoje ir
skirtingose laboratorijose, taikant ta patj protokola. Jis jvertinamas skaiCiuojant atkuriamuma laboratorijoje ir tarp
laboratorijy (9).

Pakaitinis bandymas — bandymas, skirtas pakeisti bandyma, kuris paprastai naudojamas ir pripaZintas tinkamu pavojui
nustatyti ir (arba) rizikai jvertinti, ir nustatytas kaip visomis jmanomomis bandymo aplinkybémis ir naudojant visas
galimas chemines medziagas uZztikrinantis lygiaverte ar geresng¢ Zmoniy ar gyviny sveikatos arba aplinkos apsauga
(pagal paskirtj), palyginti su pripazintu bandymu (9).

Jautrumas — visy teigiamy (veikliyjy) medZziagy, kurios yra tinkamai Klasifikuotos atliekant bandyma, dalis. Jis yra
bandymo metodo, kuriuo gaunami vienareik§miai rezultatai, tikslumo matas ir yra svarbus bandymo metodo tinka-
mumo vertinimo veiksnys (9).

Odos dirginimas — griZztamosios odos pazaidos gavimas po bandomosios medziagos uZtepimo ne ilgiau kaip 4 valan-
doms. Odos dirginimas yra vietinis neimunogeninis atsakas, kuris atsiranda netrukus po veikimo medziaga (29). Jo
pagrindiné savybé — griztamumas vykstant uzdegiminiams atsakams ir esant su uZdegiminiu procesu susijusiems
budingiems klinikiniams dirginimo poZymiams (eritemai, edemai, niezéjimui ir skausmui).

Specifiskumas — visy neigiamy (neveikliyjy) medziagy, kurios yra tinkamai klasifikuotos atlickant bandyma, dalis. Jis yra
bandymo metodo, kuriuo gaunami vienareik§miai rezultatai, tikslumo matas ir yra svarbus bandymo metodo tinka-
mumo vertinimo veiksnys (9).

Nuosekliyjy bandymy strategija — bandymai taikant bandymo metodus nuosekliu budu; kiekvienu paskesniu lygiu
bandymo metodai parenkami remiantis ankstesnio bandymo lygio rezultatais (9).

Bandomoji cheminé medzZiaga (dar vadinama bandomgja medZiaga) — bet kuri medziaga ar misinys, bandomi taikant §j
bandymy metodg.

2 priedélis

Naudojimo charakteristiky standartai, skirti jvertinti sitflomus panaSius ar pakeistus in vitro rekonstruoto
Zmogaus epidermio (RhE) metodus odos jautrinimui nustatyti

[VADAS

1. Naudojimo charakteristiky standarty (angl. PS) paskirtis — pateikti pagrindg, kuriuo remiantis biity galima nusta-
tyti, ar nauji bandymo metodai, tiek patentuoti (t. y. saugomi autoriaus teisiy, turintys prekés Zenklg, registruoti),
tiek nepatentuoti, pasizymi pakankamu tikslumu ir patikimumu konkretiems bandymo tikslams. Sie PS, pagristi
patvirtinto tinkamumo ir pripaZintais metodais, gali biti taikomi kity panasiy metody (paprastai vadinamy
,analogiskais“ bandymais), kurie grindziami panasiais moksliniais principais ir kuriais matuojamas ar prognozuo-
jamas tas pats biologinis ar toksinis poveikis, patikimumui ir tikslumui jvertinti (9).

2. Pries naudojant modifikuotus metodus (t. y. pasitlytus galimus patvirtino bandymo metodo patobulinimus), turi
bati atliktas jvertinimas, skirtas nustatyti siilomy pokyciy poveikj bandymo naudojimo charakteristikoms ir kaip
smarkiai tokie pokyciai paveiks turimg informacija, skirta kitiems tinkamumo patvirtinimo proceso komponen-
tams. Atsizvelgiant i sitlomy poky¢iy skai¢iy ir pobidj, gautus duomenis ir tuos pakycius remiancius dokumen-
tus, modifikuotiems metodams taikomas toks pat tinkamumo patvirtinimo procesas kaip ir apraSytas naujam
bandymui arba, jei tinka, ribotas patikimumo ir tinkamumo jvertinimas taikant nustatytus PS (9).

3. Panasis (,me-too*) arba modifikuoti kurio nors i§ trijy patvirtinto tinkamumo metody [,EpiSkin™* (patvirtinto
tinkamumo pamatinis metodas — VRM), ,EpiDerm™“ SIT (EPI-200) ir ,SkinEthic™“ RHE] metodai, sialomi
naudoti pagal §j BM, turi biiti jvertinti, kad blity galima nustatyti jy patikimuma ir tikslumg naudojant chemines
medziagas, kurios atitinka visa Draize dirginimo baly intervala. Kai jvertinama naudojant 20 rekomenduojamy
etaloniniy cheminiy medziagy (1 lentelé), pasitlyty panasiy ar modifikuoty metody patikimumo ir tikslumo vertés
turi bati panaSios ar geresnés uZ vertes, gautas VRM (2 lentelé) (2) (16). Tikslumo ir patikimumo vertés, kurias
reikia pasiekti, pateiktos $io priedélio 8-12 skirsniuose. Itrauktos atitinkamas cheminiy medziagy klases atstovau-
jancios neklasifikuojamos (JT GHS/ES KZP ,néra kategorijos®) ir klasifikuojamos (JT GHS/ES KZP 2-osios katego-
rijos) (1) medziagos, kad pasitlyto metodo patikimuma ir tiksluma) baty galima palyginti su VRM rodikliais.
Metodo patikimumas, galimybés juo tinkamai identifikuoti JT GHSJ/ES KZP 2-osios kategorijos dirginancias
chemines medziagas ir, atsizvelgiant | reglamentavimo sistema, pagal kuria gaunami duomenys, galimybés juo
tinkamai identifikuoti JT GHS/ES KZP kategorijos neturinéias chemines medziagas turi biiti nustatyti pries prade-
dant jj taikyti naujy medziagy bandymams.
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Sie PS yra pagristi EC-ECVAM PS (8), atnaujintais pagal JT GHS ir ES KZP klasifikavimo ir Zenklinimo sistemas (1)
(3). Pradiniai PS buvo apibrézti atlikus tinkamumo patvirtinimo tyrimg (21) ir pagristi ES klasifikavimo sistema,
apibrézta 2001 m. rugpjuc¢io 6 d. Komisijos direktyvoje 2001/59/EB, 28-ta karta derinancioje su technikos
pazanga Tarybos direktyva 67/548/EEB dél jstatymy ir kity teisés akty, reglamentuojanciy pavojingy medziagy
klasifikavimg, pakavima ir Zenklinima etiketémis, suderinimo (!). Dél JT GHS sistemos patvirtinimo klasifikavimui
ir zenklinimui ES (ES KZP) (3), kas jvyko tarp $io BM tinkamumo patvirtinimo tyrimo uzbaigimo ir pabaigimo, PS
buvo atnaujinti (8). Sis atnaujinimas daugiausia susijes su: i) PS etaloniniy cheminiy medziagy rinkiniu ir ii)
nustatytomis patikimumo ir tikslumo vertémis (2) (23).

RHE ODOS DIRGINIMO IN VITRO BANDYMO METODY NAUDOJIMO CHARAKTERISTIKY STANDARTAI

5.

PS sudaro Sie trys elementai (9):
I) Esminiai bandymo metodo komponentai
1) Btinasis etaloniniy cheminiy medZiagy sarasas

1) Nustatytos patikimumo ir tikslumo vertés

1) Esminiai bandymo metodo komponentai

6.

Juos sudaro patvirtino tinkamumo metodo esminiai struktiiriniai, funkciniai ir procediiriniai elementai, kurie turi
biiti jtraukti i pasifilyto mechanistigkai ir funkciskai panasaus arba modifikuoto metodo protokolg. Sie kompo-
nentai apima unikalias metodo charakteristikas, svarbiausias procediiros detales ir kokybés kontrolés priemones.
Esminiy bandymo komponenty laikymasis padeda uZtikrinti, kad panasus arba modifikuotas siilomas metodas
buty grindziamas tomis paciomis sgvokomis kaip ir atitinkamas VRM (9). Esminiai bandymo metodo kompo-
nentai i$samiai aprasyti BM 16-21 skirsniuose, o bandymas turi bati atlickamas laikantis $iy dalyky:

— Bendryjy salygy (16 skirsnis)
— Funkeciniy salygy, kurios apima:
— gyvybingumg (17 skirsnis),
— apsauging funkcijg (18 skirsnis),
— morfologijg (19 skirsnis),
— atkuriamuma (20 skirsnis) ir

— kokybeés kontrole (21 skirsnis).

1I) Butinasis etaloniniy cheminiy medZiagy sarasas

7.

Etaloninés cheminés medziagos naudojamos nustatyti, ar panasaus arba modifikuoto metodo, kuris jrodyta, kad
yra struktdriskai ir funkciskai pakankamai panasus | VRM arba atitinka nedidelj vieno i§ trijy patvirtinto tinka-
mumo metody pakeitima, patikimumas ir tikslumas yra panasus ar geresnis uz VRM rodiklius (2) (8) (16) (23). 1
lenteléje i§vardytos 20 rekomenduojamy etaloniniy cheminiy medZziagy yra i§ skirtingy cheminiy medziagy klasiy
(t. y. jy kategorijy, pagristy funkcinémis grupémis) ir atitinka visg Draize dirginimo jver¢iy intervalg (nuo nedir-
ginancios iki stipriai dirginancios). | sarasa jtrauktos cheminés medziagos yra: 10 JT GHS/ES KZP 2-osios kate-
gorijos medziagy ir 10 kategorijos neturinciy medziagy, i§ kuriy 3 yra JT GHS 3-iosios papildomosios kategorijos
cheminés medziagos. Pagal $ig bandymo metoda, 3-ioji papildomoji kategorija prilyginama ,néra kategorijos®. 1
lentel¢je i§vardytos cheminés medziagos parinktos i§ medZziagy, naudoty optimizavimo etapu, kuris buvo
vykdomas po VRM pradinio tinkamumo patvirtinimo ir tinkamumo patvirtinimo tyrime, tikrinant cheminj
funkcionalumg ir fizinj biivi (14) (18). Sios etaloninés cheminés medZiagos yra maZziausias skaitius medZiagy,
kurias reikia naudoti siilomo panasaus ar modifikuoto metodo tikslumui ir patikimui jvertinti, taciau neturi bati
naudojamos kuriant naujus metodus. Tais atvejais, kai sgrase cheminiy medziagy neturima, galima naudoti kitas
medziagas, apie kurias turima pakankamai in vivo duomeny, pirmiausia renkantis i§ medziagy, naudoty optimi-
zavimo etapu po VRM pradinio tinkamumo patvirtinimo ir tinkamumo patvirtinimo tyrime. Jei norima, $j bitingjj
etaloniniy cheminiy medziagy sarasa galima papildyti kitomis cheminémis medziagomis, apie kurias turima
pakankama in vivo duomeny, siekiant papildomai jvertinti siilomo metodo tiksluma.

() OL L 225, 2001 8 21, p. 1.
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Bitinasis etaloniniy cheminiy medZiagy sgrasas, skirtas panasaus ar modifikuoto RhE odos dirginimo metodo
tikslumo ir patikimumo vertéms nustatyti (')

1 lentelé

1-brom-4-chlorbutanas 6940-78-9 Skystis 0 2 kat. Be kat.
dietilftalatas 84-66-2 Skystis 0 Be kat. Be kat.
naftalenacto riigstis 86-87-3 Kieta m. 0 Be kat. Be kat.
alilfenoksiacetatas 7493-74-5 Skystis 0,3 Be kat. Be kat.
izopropanolis 67-63-0 Skystis 0,3 Be kat. Be kat.
4-metiltiobenzaldehidas 3446-89-7 Skystis 1 2 kat. Be kat.
metilstearatas 112-61-8 Kieta m. 1 Be kat. Be kat.
heptilbutiratas 5870-93-9 Skystis 1,7 Be kat. Be kat.
heksilsalicilatas 6259-76-3 Skystis 2 Be kat. Be Kkat.
cinamaldehidas 104-55-2 Skystis 2 2 kat. Be kat.
(3-ioji papildomoji
kat.) (%)
1-dekanolis (%) 112-30-1 Skystis 2,3 2 kat. 2 kat.
ciklamenaldehidas 103-95-7 Skystis 2,3 2 kat. 2 kat.
1-bromheksanas 111-25-1 Skystis 2,7 2 kat. 2 kat.
2-chlormetil-3,5-dimetil-4-metoksipiridino | 86604-75-3 | Kieta m. 2,7 2 kat. 2 kat.
hidrochloridas
di-n-propil disulfidas (%) 629-19-6 Skystis 3 Be kat. 2 kat.
kalio hidroksidas (5 % vand.) 1310-58-3 Skystis 3 2 kat. 2 kat.
5—(1,1-dimetiletil)-2-metil benzentiolis 7340-90-1 Skystis 3,3 2 kat. 2 kat.
1-metil-3-fenil-1-piperazinas 5271-27-2 | Kieta m. 3,3 2 kat. 2 kat.
Heptanalis 111-71-7 Skystis 3,4 2 kat. 2 kat.
tetrachloretilenas 127-18-4 Skystis 4 2 kat. 2 Kkat.

(") Cheminiy medziagy atranka pagrista $iais kriterijais: i) chemines medZiagas galima nusipirkti, ii) jos atitinka visa Draize dirginimo
baly intervalg (nuo nedirginancios iki stipriai dirginancios), iii) jos turi gerai apibrézta chemine struktiira, iv) jos atitinka tinkamumo
patvirtinimo procese taikyta cheminj funkcionalumg ir v) jos nesusijusios su ypa¢ didelio toksiskumo parametrais (pvz.,

kancerogeniskumu arba toksiskumu reprodukcijos sistemai) ir su labai didelémis $alinimo islaidomis.

(%) Cheminés medziagos, kurios yra dirginancios triusiui, bet yra patikimy jrodymy, kad jos néra dirginancios Zmonéms (31) (32) (33).
() Pagal JT GHS, néra ES KZP.
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1) Nustatytos patikimumo ir tikslumo vertés

8.

Siekiant nustatyti pasidlyty panasiy ar modifikuoty metody patikimuma ir tinkamuma, kad juos baty galima
taikyti skirtingose laboratorijose, visos 1 lenteléje i$vardytos 20 etaloniniy cheminiy medziagy turi bati isbandytos
bent trijose laboratorijose. Taciau, jei siilomas metodas bus taikomas tik vienoje laboratorijoje, tinkamumui
patvirtinti bandymai keliose laboratorijose nereikalingi. Vis délto svarbu, kad tokius tinkamumo patvirtinimo
tyrimus nepriklausomai jvertinty pripazintos tarptautinés tvirtinimo institucijos, laikydamosi tarptautiniy reko-
mendacijy (9). Kickvienoje laboratorijoje visos 20 etaloniniy cheminiy medziagy turi bati ibandytos trimis
skirtingomis bandymy serijomis, atlickamomis su skirtingomis audiniy partijomis ir per pakankamai ilga laiko
intervalg. Kiekvienos serijos metu turi bati lygiagreciai iSbandyti ne maziau kaip trys audiniy kartotiniai bandiniai,
skirti kiekvienai jtrauktai cheminei medziagai, NC ir PC.

Sitilomo metodo patikimumo ir tikslumo vertés turi bati skaiciuojamos atsizvelgiant i visus keturis toliau nuro-
dytus kriterijus, uztikrinant, kad patikimumo ir tinkamumo vertés bity apskaiiuojamos apibréztu ir nuosekliu
budu:

1. Metodo variantiskumui laboratorijoje bei tarp laboratorijy ir prognozavimo gebai (tikslumui) apskaiciuoti tinka
tik iki galo atlikty bandymy serijy duomenys.

2. Galutiné kiekvienos i3 etaloniniy cheminiy medziagy klasifikacija kiekvienoje dalyvaujancioje laboratorijoje turi
bati gaunama taikant gyvybingumo viduting verte, gauta i§ skirtingy visos bandymy serijos bandymy.

3. Metodo variantiSkumui tarp laboratorijy apskaiciuoti tinka tik tie cheminiy medziagy duomenys, kurie gauti iki
galo atlikus bandymy serijas visose dalyvaujanciose laboratorijose.

4. Tikslumo vertés turi bati skai¢iuojamos remiantis atskiry laboratorijy prognozémis, kurias 20-&iai etaloniniy
cheminiy medziagy gavo skirtingos dalyvaujancios laboratorijos.

Siuo aspektu bandymy seka sudaro trys nepriklausomos serijos, vienoje laboratorijoje atlickamos su viena
bandomaja chemine medziaga. Iki galo atlikta seka — tai vienos bandomosios cheminés medziagos bandymy
serijy seka vienoje laboratorijoje, kurios visy serijy rezultatai galiojantys. Tai reiSkia, kad dél bet kurios negalio-
jancios serijos tampa netinkami visos trijy serijy sekos rezultatai.

Atkuriamumas laboratorijoje

10. Atlikus atkuriamumo laboratorijoje jvertinima, klasifikacijy (T GHS/ES KZP 2-oji kategorija ir ,néra kategorijos®),

nustatyty skirtingomis nepriklausomomis 20 etaloniniy cheminiy medziagy bandymy serijjomis vienoje laborato-
rijoje, sutapimas turi bati lygus arba didesnis (=) kaip 90 %.

Tarplaboratorinis atkuriamumas

11. Jei sitlomas metodas bus taikomas tik vienoje laboratorijoje, tarplaboratorinio atkuriamumo jvertinimas nebitinas.

Jei metodai skirti naudoti skirtingose laboratorijose, klasifikacijy (T GHSJES KZP 2-oji kategorija ir ,néra kate-
gorijos®), nustatyty skirtingomis nepriklausomomis 20 etaloniniy cheminiy medzZiagy bandymy serijomis ne
maziau kaip trijose laboratorijose sutapimas turi bati lygus arba didesnis (2) kaip 80 %.

Prognozavimo geba (tikslumas)

12. Sitlomo panasaus ar modifikuoto metodo tikslumas (jautrumas, specifiSkumas ir bendras tikslumas) turi biti

panasus ar geresnis uz VRM rodiklius, atsizvelgiant j papildomg informacija, susijusia su dominancios rasies
tinkamumu (2 lentel¢). Jautrumas turi bati lygus arba didesnis (>) kaip 80 % (2) (8) (23). Taciau papildomas
specialus apribojimas taikomas pasitlyto in vitro metodo jautrumui, nes tik in vivo 2-osios kategorijos cheminés
medziagos, 1-dekanolis ir di-n-propil disulfidas, gali bti neteisingai klasifikuotos kaip neturin¢ios kategorijos daugiau
kaip vienoje dalyvaujancioje laboratorijoje. Specifiskumas turi biti lygus arba didesnis (=) kaip 70 % (2) (8) (23).
Néra papildomy apribojimy sitlomo in vitro metodo specifiskumui, t. y. bet kuri dalyvaujanti laboratorija gali
neteisingai klasifikuoti bet kuria in vivo kategorijos neturincia cheming medziaga, jei galutinis bandymo metodo
specifiSkumas atitinka priimtinas ribas. Bendras tikslumas turi bati lygus arba didesnis (2) kaip 75 % (2) (8) (23).
Nors 1 lenteléje iSvardyty 20 etaloniniy cheminiy medziagy VRM jautrumas lygus 90 %, apibréita maziausia
jautrumo verté bet kuriam panasiam ar modifikuotam metodui nustatyta 80 %, nes tiek1-dekanolis (ribiné cheminé
medziaga), tiek di-n-propil disulfidas (klaidingai neigiama VRM medziaga) Zinomos kaip nedirginancios Zmonéms
(31) (32) (33), nors bandymuose su triusiais nustatytos kaip dirginan¢ios. Kadangi RhE modeliai grindziami
zmogaus kilmés lastelémis, jie gali prognozuoti Sias chemines medziagas kaip nedirginancias (JT GHS/ES KZP
,néra kategorijos).
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2 lentelé

Batinosios jautrumo, specifiSkumo ir bendro tikslumo prognozinés vertés, kad bet kuris panaSus ar

modifikuotas metodas biity laikomas galiojanciu

Jautrumas Specifiskumas Bendras tikslumas

> 80 % >70% 275%

Tyrimo priimtinumo kriterijai

13

14.

. Gali biti, kad vienas ar keli bandymai, skirti vienai ar kelioms bandomosioms cheminéms medZiagoms, neatitinka
bandymo priimtinumo kriterijy, skirty bandomosioms ir kontrolinéms medziagoms, arba yra nepriimtini dél kity
priezasciy. Trikstamiems duomenims gauti, kiekvienai bandomajai cheminei medziagai leidziama atlikti iki dviejy
papildomy bandymy (,pakartotinis bandymas“). Tiksliau sakant, kadangi, bandant pakartotinai, reikia lygiagreciai
bandyti ir PC bei NC, kiekvienai bandomajai cheminei medziagai leidziama atlikti iki dviejy papildomy bandymy
serijy.

Suprantama, kad, net ir atlikus pakartotinius bandymus, maziausias trijy galiojanciy serijy skaicius kiekvienai
isbandytai cheminei medziagai néra gaunamas su kiekviena etalonine chemine medziaga kiekvienoje dalyvaujan-
¢ioje laboratorijoje, todél duomeny matrica gaunama ne visa. Tokiais atvejais, kad duomeny rinkiniai baity laikomi
priimtinais, turi bati laikomasi visy $iy trijy kriterijy:

1. Su visomis 20 etaloniniy cheminiy medziagy turi biiti iki galo atlikta bent viena visa bandymy serijy seka.

2. Kiekvienoje i§ trijy dalyvaujanciy laboratorijy, ne maziau kaip 85 % serijy seky turi bati iki galo atliktos (20
cheminiy medziagy; t. y. vienoje laboratorijoje leidziamos trys negaliojancios bandymy serijy sekos).

3. Turi bati iki galo atlikta ne maziau kaip 90 % visy galimy serijy seky bent trijose laboratorijose (kai 20
cheminiy medziagy bandomos 3 laboratorijose; t. y. i viso leidZiamos 6 negaliojancios bandymy serijy sekos).

3. IraSomi Sie skyriai

,B.49. IN VITRO ZINDUOLIY LASTELES MIKROBRANDUOLIO BANDYMAS

IVADAS

1.

In vitro mikrobranduolio (MNvit) tyrimas yra genotoksiskumo bandymas, skirtas tarpfaziniy lasteliy citoplazmos
mikrobranduoliams (angl. micronuclei, MN) aptikti. Mikrobranduoliai gali susidaryti i§ acentriniy chromosomy
fragmenty (t. y. neturin¢iy centromeros) arba istisy chromosomy, kurie lgsteliy dalijimosi anafazés etapu negali
migruoti link poliy. Siuo tyrimu aptinkamas klastogeniniy ir aneugeniniy cheminiy medziagy (medziagy ir
miiniy) (1) (2) aktyvumas lastelése, kurios dalijosi veikiant bandomaja medZiaga arba po veikimo. Pagal §j
bandymo metoda (BM) galima naudoti protokolus su aktino polimerizacijos inhibitoriumi citochalazinu B (citoB)
arba be jo. CitoB pridéjimas pries tiksling mitoze suteikia galimybe atpazinti ir selektyviai analizuoti mikrobran-
duoliy daznuma lastelése, kuriose jvyko viena mitozé, nes tokios lastelés turi du branduolius (3) (4). Pagal 3
bandymo metoda taip pat galima naudoti protokolus be citokenezés blokavimo, jei yra jrodymy, kad analizuo-
jamoje lasteliy populiacijoje jvyko mitozeé.

Be MNvit tyrimo naudojimo cheminéms medziagoms (medziagoms ir misiniams), kurios indukuoja mikrobran-
duolius, atpazinti, citokinezés blokavimo, imunocheminio kinetochory Zenklinimo arba hibridizacijos su centro-
meriniais/telomeriniais zondais (fluorescenciné in situ hibridizacija (FISH)) naudojimas taip pat gali suteikti infor-
macijos apie chromosomy pazeidimo ir mikrobranduoliy formavimosi mechanizmus (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11)
(12) (13) (14) (15) (16). Zenklinimo ir hibridizacijos procediiras galima taikyti, kai yra padidéjes mikrobranduoliy
formavimasis ir tyréjas nori nustatyti, ar ta padidéjimag sukelé klastrogeniniai ir (arba) aneugeniniai reiskiniai.

Mikrobranduoliai parodo pazeidima, kuris buvo perduotas dukterinéms lasteléms, o metafazés lastelése uzfik-
suotos chromosomy aberacijos negali bati perduodamos. Kadangi mikrobranduolius inferfazés lastelése galima
jvertinti palyginti objektyviai, laboratorijos darbuotojai turi tik nustatyti, ar jvyko lasteliy dalijimasis ir kiek lasteliy
turi mikrobranduolj. Todél preparatai gali bati jvertinti palyginti spar¢iai ir analizé gali biti automatizuota. Todél
vienos operacijos metu jmanoma jvertinti ne Simtus, o tikstancius lasteliy, todél tyrimo naSumas padidéja.
Galiausiai, kadangi mikrobranduoliai gali susidaryti chromosomoms jgaunant pirming struktiira (,iSnykstant®),
yra galimybé aptikti aneuploidija sukeliancias medziagas, kurias sunku tyrinéti jprastais chromosomy aberacijos
bandymais, pvz., OECD bandymy metodika 473 (Sio priedo B.10 skyrius) (17). Vis délto MNvit tyrimas nesuteikia
galimybés atskirti poliploidija sukeliancias chemines medziagas nuo sukelian¢iy klastogeniskuma, jei netaikoma
speciali metodika, pvz., FISH, aprasyta 2 pastraipoje.
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MNpvit tyrimas yra in vitro metodas, kuriame paprastai naudojamos kultivuotos Zmogaus arba grauziky lastelés. Jis
suteikia iSsamy pagrinda iStyrinéti chromosomy paZeidimo potencialig in vitro, kadangi galima aptikti tiek aneu-
genus, tiek klastogenus.

MNvit tyrimas yra patikimas ir veiksmingas jvairiy tipy lasteléms ir esant citoB arba jo nesant. Yra daug duomeny,
patvirtinanciy MNvit tyrimo tinkamuma naudojant jvairias grauziky lasteliy linjjas (CHO, V79, CHL/IU ir L5178Y)
ir Zmogaus limfocitus (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31). Pirmiausia tai yra
tarptautiniai tinkamumo patvirtinimo tyrimai, kuriuos koordinavo Société Francaise de Toxicologie Génétique
(SFTG) (18) (19) (20) (21) (22), ir tarptautinio genotoksiskumo bandymy seminaro ataskaitos (4) (16). Turimi
duomenys buvo pakartotinai jvertinti jrodymy visumos retrospektyviniu tinkamumo patvirtinimo tyrimu, kurj
atliko Europos Komisijos Europos alternatyviy metody tinkamumo patvirtinimo centras (ECVAM), o ECVAM
mokslinis patariamasis komitetas (ESAC) patvirtino tyrimo metoda kaip moksliskai patikima (32) (33) (34).
Buvo apraSytas Zzmogaus TK6 limfoblasty linijos (35), HepG2 lasteliy (36) (37) ir pagrindiniy Sirijos Ziurkéno
embrioniniy lasteliy (38) naudojimas, nors jos nebuvo naudojamos tinkamumo patvirtinimo tyrimuose.

APIBREZTYS

6.

Vartojamos apibréztys pateiktos 1 priedélyje.

PRADINIAI ASPEKTAI

7.

Bandymus atlickant in vitro paprastai reikia naudoti egzogeninj metabolinio suaktyvinimo 3altinj, nebent lastelés
yra metaboliskai pajegios bandomuyjy medziagy atzvilgiu. Egzogeniné metabolinio suaktyvinimo sistema nevisiskai
atkartoja in vivo salygas. Taip pat reikia pasiriipinti i§vengti salygy, dél kuriy bity gauti dirbtinai teigiami rezultatai,
kurie neperteikia bidingo mutageniskumo ir gali atsirasti dél tokiy veiksniy kaip ryskas pH ar osmoliskumo
pokyciai arba aukstas citoksiskumo lygis (39) (40) (41). Jei bandomoji cheminé medZziaga pridéjimo metu sukelia
pH pokytj terpéje, pH turi bati pakoreguotas, geriausia — pagrindinio tirpalo buferiu, kad visi kiekiai esant
bandomajai koncentracijai, ir visy kontroliniy medziagy rodikliai islikty tokie patys.

Mikrobranduoliy indukcijai analizuoti svarbiausia, kad tiek paveiktose, tieck nepaveiktose kultiirose bity jvykusi
mitozé. Informatyviausias mikrobranduoliy vertinimo etapas vyksta lastelése, kuriose veikiant bandomagja
medzZiaga arba po to jvyko viena mitozé.

BANDYMO PRINCIPAS

9.

10.

Zmogaus arba zinduoliy kilmés Igsteliy kultiros veikiamos bandomaja medziaga tick naudojant egzogeninj
metabolinio suaktyvinimo 3altinj, tiek jo nenaudojant, nebent naudojamos pakankamos metabolizacinés gebos
lastelés. Visuose bandymuose naudojamas lygiagretus tirpiklis/nesiklis (VC) ir teigiamo poveikio kontrolinés
cheminés medziagos (PC).

Veikiant bandomaja medziaga arba po to Iastelés auginamos pakankamg laikotarpj, kad jvykty chromosomos arba
verpstés pazeidimas, dél kurio interfazinése lastelése imty formuotis mikrobranduoliai. Aneuploidijai indukuoti
bandomoji medziaga paprastai turi veikti mitozés metu. Surinktos ir nudaZytos interfazinés lastelés analizuojamos
ieskant mikrobranduoliy. Geriausia, jei mikrobranduoliai vertinami tik tose lastelése, kuriose mitozé baigta veikiant
bandomaja medziaga arba laikotarpiu po veikimo, jei toks taikomas. Citokinezés blokatoriumi paveiktose kultd-
rose tai pasickiama vertinant tik dvibranduolines lasteles. Jei néra citokinezés blokatoriaus, svarbu jrodyti, kad
analizuotos lastelés greiciausiai baty besidalijusios veikiant bandomaja medziaga arba po to. Pagal visus protokolus
svarbu jrodyti, kad lasteliy proliferacija jvyko tiek kontrolinéje, tiek paveiktoje kultirose, ir bandomosios
medziagos sukelta citotoksiskumg arba citostazg reikia jvertinti kultirose (arba lygiagreciose kultiirose), kuriose
jvertinti mikrobranduoliai.

BANDYMO METODO APRASYMAS

Preparatai

11

. Galima naudoti kultivuotus pagrindinius Zmogaus periferinius kraujo limfocitus (5) (19) (42) (43) ir keleta
grauziky lasteliy linijy, pvz.,, CHO, V79, CHL/IU ir L5178Y lasteles (18) (19) (20) (21) (22) (25) (26) (27) (28)
(30). Kity lasteliy linijy ir tipy naudojimas turi bati pagristas remiantis jrodytomis jy naudojimo charakteristikomis
tyrime, kaip aprayta priimtinumo Kkriterijy skyriuje. Kadangi tyrimo jautrumui turés poveikj foninis mikrobran-
duoliy daznis, rekomenduojama naudoti lasteliy tipus, pasiZymin¢ius Zemu ir stabiliu mikrobranduoliy formavi-
mosi foniniu dazniu.
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15.

16.

17.

18.

Zmogaus periferiniai kraujo limfocitai turi biiti gauti i§ jauny (mazdaug 18-35 mety amziaus), sveiky, neriikanciy
asmeny, kurie neseniai Zinomai nebuvo paveikti genotiksiskomis cheminémis medziagomis ar spinduliuote. Jei
lastelés naudojimui surenkamos daugiau kaip i§ vieno donoro, turi bati nurodytas donory skaicius. Mikrobran-
duoliy daznis didé¢ja su amziumi ir §i tendencija rySkesné moteryse, nei vyruose (44) ir i tai turi biti atsizvelgta
parenkant keliy donory Igsteles.

Terpés ir kultros salygos

Kultiiroms palaikyti turi bati naudojama atitinkama kultiiry terpé ir inkubacijos salygos (indai su kultaromis, CO,
koncentracija ir drégmé). Nustatytos lasteliy linjjos ir atmainos turi biti reguliariai tikrinamos, ar nesikeicia
modalinis chromosomy skaicius ir néra uzter$imo mikoplazma, o uZsiterSus arba pakitus modaliniam chromo-
somy skaiiui neturi biiti naudojamos. Turi biiti Zinomas normali Igsteliy ciklo trukmé taikomomis kultiiros
salygomis bandymus atlickancioje laboratorijoje. Jei naudojamas citokinezés blokavimo metodas, citokinezés
inhibitoriaus koncentracija turi biti optimizuota konkre¢iam lasteliy tipui ir uztikrinti gera dvibranduoliniy lgsteliy
gamyba jvertinimui atlikti.

Kultiiry paruosimas

Nustatytos Iasteliy linijos ir atmainos: lastelés paskleidziamas i§ pradiniy kultiiry, pasé¢jamos kultiiros terpéje tokiu
tankiu, kad kultiiros nepasiekty monosluoksniy susiliejimo, o suspensijy kulttiros nepasiekty per didelio tankio
pries surinkimo laika, ir inkubuojamos 37 °C temperatiiroje.

Limfocitai: antikoaguliantu (pvz., heparinu) apdorotas kraujas arba atskirti limfocitai kultivuojami esant mitogenui,
pvz., fitohemaglutininui (PHA), prie§ paveikiant bandomaja medziaga ir citoB.

Metabolinis suaktyvinimas

Kai naudojamos nepakankamo endogeninio metabolinio pajégumo lastelés, turi biti naudojamos egzogeninés
metabolizavimo sistemos. Dazniausiai naudojama sistema yra kofaktoriumi papildyta pomitochondriné frakcija
(S9), paruosta i3 grauziky kepeny, apdorota fermentus indukuojanciomis medziagomis, pvz., ,Aroclor 1254“ (45)
(46), arba fenobarbitono ir f-naftoflavono deriniu (46) (47) (48) (49). Pastarasis derinys nepriestarauja Stokholmo
konvencijai dél patvariyjy organiniy terSaly (50) ir Reglamentui (EB) Nr. 850/2004 dél patvariyjy organiniy tersaly
(66) ir jrodyta, kad jis toks pat veiksmingas kaip ,Aroclor 1254“ indukuojant misrios funkcijos oksidazes (46) (47)
(48) (49). S9 frakcija paprastai naudojama 1-10 % (ttrio dalys) koncentracijos galutingje bandymo terpéje.
Metabolinio suaktyvinimo sistemos bisena gali priklausyti nuo bandomos cheminés medziagos klasés ir kai
kuriais atvejais gali bati tikslinga naudoti daugiau kaip vieng S9 koncentracijg.

Naudojant genetiskai modifikuotas lasteliy linijos, iSreiskiancias tam tikrus Zmogaus arba grauziky aktyvinancius
fermentus, gali nebereikéti egzogeninés metabolinio suaktyvinimo sistemos ir jos gali bati naudojamos kaip
bandomosios lastelés. Tokiais atvejais lasteliy linijy parinkimas turi biti moksliskai pagristas, pvz., misriosios
funkcijos oksidaziy tinkamumu bandomosios medziagos metabolizmui (51) ir jy reagavimu i Zinomus klasto-
genus ir aneugenus (Zr. atskira skyriy apie priimtinumo kriterijus). Reikia pripazinti, kad bandomosios medziagos
gali nepavykti metabolizuoti iSreikitos misrios funkcijos oksidaze (-émis); tokiu atveju neigiami rezultatai nero-
dyty, kad bandomoji medziaga negali indukuoti mikrobranduoliy.

Bandomosios medziagos paruosimas

Prie§ apdorojant lgsteles, kietosios cheminés medziagos istirpinamos atitinkamuose tirpikliuose arba nesikliuose ir,
jei reikia, atskiedZziamos. Skystos medziagos gali buti pilamos tiesiai { bandymo sistemas ir (arba) prie§ apdorojima
atskiedziamos. Dujos ar lakiosios cheminés medZziagos turi biti bandomos atitinkamai pakeitus standartinius
protokolus, pvz., apdorojant sandariuose induose (52) (53). Turi bati naudojama Svieziai paruosta bandomoji
medziaga, nebent stabilumo duomenys rodo, kad ja galima laikyti ilgesnj laika.

Bandymo sglygos

19.

Tirpikliai | nesikliai:

Naudojamos koncentracijos tirpiklis | nesiklis neturi reaguoti su bandomaja medziaga arba bati nesuderinamas su
lasteliy iSgyvenimu arba S9 veiklos palaikymu. Jei naudojamas kitas nei dazniausiai naudojamas tirpiklis | nesiklis
(pvz., vanduo, lasteliy kultiiros terp¢, dimetilo sulfoksidas), jy naudojimas turi buti pagristas duomenimis, rodan-
Ciais jy suderinamuma su bandomagja medziaga ir genetinio toksiskumo nebuvima. Rekomenduojama, kad, kai
jmanoma, pirmiausia baty jvertinta galimybé naudoti vandeninj tirpiklj | nesiklj.
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CitoB kaip citokinezés blokatoriaus naudojimas

Vienas i3 svarbiausiy MNvit tyrimo naudojimo charakteristiky aspekty yra uztikrinimas, kad vertinamos lgstelés
poveikio metu arba laikotarpiu po poveikio, jei toks taikomas, biity baigusios mitozg. CitoB yra medziaga, kuri
placiausiai naudojama citokinezei blokuoti, nes slopina aktino susijungima ir taip neleidZia dukterinéms lgstelems
atsiskirti po mitozés, dél ko ima formuotis dvibranduolinés Igstelés (5) (54) (55). Todél mikrobranduoliy vertinimg
galima apriboti lgstelémis, kuriose mitozé jvyko poveikio metu arba po jo. Kartu galima matuoti bandomosios
medziagos poveikj lasteliy proliferacijos kinetikai. CitoB turi bati naudojamas kaip citokinezés blokatorius, kai
naudojami zmogaus limfocitai, kadangi lasteliy ciklo trukmé tarp kultiry ir donory skirsis ir ne visi limfocitai
reaguos | PHA. Bandant lasteliy linijas, kai norima nustatyti, ar vertinamos lgstelés pasidalijo, yra taikomi kiti
metodai — jie apraSyti toliau (Zr. 26 skirsnij).

Reikiama citoB koncentracija laboratorija turi nustatyti kiekvienam lasteliy tipui, kad pasiekty optimaly dvibran-
duoliniy lasteliy daznj tirpiklio/nesiklio kontrolinése kultirose. Tinkama citoB koncentracija paprastai yra 3-6

pg/ml.

Lasteliy proliferacijos bei citotoksiskumo matavimas ir poveikio koncentracijos parinkimas

Nustatant didZiausia bandymui naudojamg bandomosios medziagos koncentracijg reikia vengti koncentracijy,
kurios gali sukelti dirbtiniy teigiamy rezultaty, pvz., tokiy kurios sukelia per didelj citotoksiskumg, nusédima
kultiiros terpéje ir Zymius pH arba osmoliskumo pokycius (39) (40) (41).

Lasteliy proliferacijos matavimai atlickami siekiant uztikrinti, kad paveiktose lastelése tyrimo metu jvyko mitozé ir
kad paveikimas atlickamas palaikant reikiamg citotoksiskumo lygj (zr. 29 skirsnj). Lastelése, kurioms bitinas
metabolinis suaktyvinimas naudojant santykinj lasteliy skaiciaus padidéjimag (angl. relative increase in cell counts,
RICC) arba santykinj populiacijos padvigubéjima (angl. relative population doubling, RPD), citotoksiskumas turi bati
nustatytas su metaboliniu Iasteliy suaktyvinimu ir be jo, nebent naudojamas citoB. Kai naudojamas citoB, cito-
toksiskumas gali bati nustatytas taikant replikacijos indeksa (RI) (formulé pateikta 2 priedélyje).

Lasteliy apdorojimas citoB ir santykinio vienbranduoliniy, dvibranduoliniy ir daugiabranduoliniy lgsteliy daznio
kulttiroje i$matavimas yra tikslus metodas lgsteliy proliferacijos poveikiui ir poveikio medziaga cititoksiskam ar
citostatiSkam aktyvumui kiekybiskai jvertinti (5) ir uztikrina, kad biity jvertintos tik tos lastelés, kurios pasidalijo
veikimo metu arba po to.

Tyrimuose naudojant citoB citostaze | citotoksiskumas gali bati kiekybiskai jvertinti pagal citokinezés blokavimo
proliferacijos indeksa (angl. cytokinesis-block proliferation index, CBPI) (5) (26) (56) arba nustatyti pagal RI, apskai-
¢iuotg pagal ne maziau kaip 500 kultiiros Igsteliy (formulés pateiktos 2 priedélyje). Kai citoB naudojamas lasteliy
proliferacijai jvertinti, CBPI arba RI turi biiti nustatyti pagal ne maziau kaip 500 kultiiros lasteliy. Siuos ir kitus
matavimus galima naudoti citotoksiSkumui nustatyti palyginant paveiktas ir kontrolines kultaras. Naudingos
informacijos gali suteikti kity citotoksiskumo zymekliy jvertinimas (pvz., susiliejimo, lasteliy skai¢iaus, apoptozés,
nekrozés, metafazés skaiciaus).

Tyrimuose be citoB biitina jrodyti, kad kultiroje jvertinty lasteliy dalijimasis jvyko veikiant bandomaja medZziaga
arba po to, nes kitaip galimos klaidingai neigiamos reakcijos. Tarp metody, kurie naudojami uztikrinti, kad baty
vertinamos pasidalijusios lastelés, yra bromodeoksiuridino (BrdU) jterpimas ir paskesnis aptikimas, nustatant
pasidalijusias Iasteles (57), klony formavimas, kai paveikiamos lastelés i§ nuolatiniy lasteliy linijy ir jvertinamos
in situ ant mikroskopo objektinio stiklelio (proliferacijos indeksas, PI) (25) (26) (27) (28) arba santykinio popu-
liacijos padvigubéjimo (RPD) ar santykinio lasteliy skaiciaus padidéjimo (RICC) matavimas ar kiti patvirtini
metodai (16) (56) (58) (59) (formulés pateiktos 2 priedélyje). Naudingos informacijos gali suteikti kity citotok-
siSkumo ar citostazés Zymekliy jvertinimas (pvz., susiliejimo, lasteliy skaiciaus, apoptozés, nekrozés, metafazés
skaiciaus).

Turi bati jvertinos bent trys analizuojamos bandymo koncentracijos. Norint tai padaryti gali prireikti atlikti
eksperimentg naudojant didesnj skaiciy nedaug besiskirian¢iy koncentracijy ir iSanalizuoti mikrobranduoliy forma-
vimasi tose koncentracijose, sudaranciose reikiama citotoksiskumo intervalg. Kita galima strategija — atlikti iSanks-
tinj citotoksiskumo bandyma, skirtg susiaurinti galutinio bandymo intervalg.

DidZiausia koncentracija turi buti siekiama sudaryti 55 + 5 % citotoksiskuma. Didesni lygiai gali sukelti chromo-
somy pazeidima — Salutinj citotoksiSkumo poveikj (60). Jei pasireiskia citotoksiskumas, parinktos bandomosios
koncentracijos turi apimti intervalg nuo sukeliancios 55 + 5 % citotoksiskuma iki mazo arba jokio citotoksiskumo.
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. Jei stebima, kad citotoksiskumo néra arba iskrenta nuosédos, didziausia bandomoji koncentracija turi atitikti 0,01
M, 5 mg/ml arba 5 pl/ml, taikant maZiausig verte. Analizei parinktas koncentracijas paprastai turi skirti ne daugiau
kaip 10 % intervalas. Jei bandomyjy medziagy koncentracijos ir atsako sarysio kreivé yra stati, gali reikéti
glaudziau i§déstyti bandomosios medziagos koncentracijas, kad baty jvertintos ir vidutinio bei mazo toksiskumo
intervalo kultdiros.

Jei ribojantis veiksnys yra tirpumas, didziausia koncentracija, jeigu jos neriboja citotoksiskumas, turi baiti maziausia
koncentracija, kuriai esant kultiirose matoma Siek tiek nuosédy, jei tai netrukdo jvertinimui. Nuosedy iskritimas
turi bati jvertintas tokiais metodais kaip Sviesos mikroskopija, uzfiksuojant nuosédas, kurios islieka arba atsiranda
kultivavimo metu (iki veikimo pabaigos).

Kontrolinés medziagos

Kiekvieno eksperimento metu turi bati naudojamos lygiagrecios teigiamos ir tirpiklio/nesiklio kontrolinés
medziagos tiek su metaboliniu suaktyvinimu, tiek be jo.

PC bitinos jrodyti naudojamy lasteliy ir bandymo protokolo gebéjima identifikuoti klastogenus bei aneugenus ir
patvirtinti S9 preparato metaboling gebg. PC turi biiti naudojami Zinomi mikrobranduoliy formavimosi sukélikliai,
o jy koncentracija turi bati tokia, kad biity nedidelis bet atkuriamas padidéjimas nuo foninio ir jrodytas bandymo
sistemos jautrumas. PC koncentracijos turi biti parinktos taip, kad poveikiai bty aiskas, bet iSkart neatskleisty
vertintojui koduoty preparaty ant objektinio stiklelio tapatumo.

Bandymo sistemos metaboliniam pajégumui ir gebai aptikti klastogeng jrodyti turi biiti naudojamos klastogenas,
kuriame bitinas metabolinis suaktyvinimas (pvz., ciklofosfamidas, benzo[a]pirenas). Jei pateisinama, galima naudot
kitas PC. Kadangi kai kurios PC, kurioms biitinas metabolinis suaktyvinimas, tam tikromis poveikio salygomis ar
tam tikrose lasteliy linijose gali biiti aktyvios be egzogeninio metabolinio suaktyvinimo, jo poreikis ir S9 preparato
aktyvumas turi bati iSbandyti parinktoje lasteliy linijoje ir naudojant parinktas koncentracijas.

Siuo metu nezinoma jokiy aneugeny, kuriy genotoksiniam aktyvumui biitinas metabolinis suaktyvinimas (16).
Siuo metu pripazintos aneugeninio aktyvumo PC yra, pvz., kolchicinas ir vinblastinas. Kitos cheminés medziagos
gali biti naudojamos, jei jos indukuoja mikrobranduolius vien tik arba daugiausia dél aneugeninio aktyvumo.
Siekiant i§vengti dviejy PC (klastogeniskumui ir aneugeniskumui) be metabolinio suaktyvinimo, aneugeniskumo
kontroliné medziaga gali bati naudojama kaip PC be S9, o klastogeniskumo kontroliné medziaga — naudojamos
metabolinio suaktyvinimo sistemos tinkamumui i$bandyti. PC klastogeniskumui ir aneugeniskumui turi bati
naudojamos lastelése, kurioms nereikia S9. Sitlomos PC jtrauktos i 3 priedél;.

Galima apsvarstyti su cheminés medziagos klase susijusios PC naudojimo galimybe, jei turima tinkamy cheminiy
medziagy. Visos naudojamos PC turi bati tinkamos Igsteliy tipui ir suaktyvinimo salygoms.

Tirpiklio | nesiklio kontroliné medziagos turi biiti naudojamos kiekvienu uzaugintos kultiiros surinkimo metu. Be
to, turi buti naudojama ir nepaveikta NC (jei néra tirpiklio | nesiklio), nebent yra paskelbty arba anksciau
laboratorijoje sukaupty duomeny apie kontrolg, rodanciy, kad pasirinktu tirpikliu esant naudojamai koncentracijai
nesukeliama jokiy genotoksisky ar kity kenksmingy poveikiy.

BANDYMO EIGA

Poveikio medziaga planas

37

38.

. Siekiant padidinti aneugeny ar klastogeny, veikian¢iy tam tikru lastelés ciklo etapu, aptikimo tikimybe, svarbu, kad

bandomaja medziaga visais lasteliy ciklais baty paveiktas pakankamas skaicius lasteliy. Todél lasteliy linijy ir
pagrindiniy lasteliy kultiry veikimo medziaga planas gali kiek skirtis nuo limfocity plano, nes jy lasteliy ciklui
pradéti batinas mitogeninis stimuliavimas; tai i$nagrinéta 41-43 skirsniuose (16).

Teoriniai aptarimai, kaip ir paskelbti duomenys (18), rodo, kad dauguma aneugeny ir klastogeny bus aptikti per
trumpg 3—6 val. poveikio laikotarpj esant ir nesant S9, po ko bandomoji medziaga pasalinama ir tesiamas 1,5-2,0
lasteliy cikly augimo laikotarpis (6). Lastelés méginiams imamos praéjus laikui, kuris lygus 1,5-2,0 normaliy (t. y.
neapdoroty) lasteliy cikly, po poveikio medziaga pradzios arba pabaigos (ir. 1 lentelg). Méginiy émimo ar
atsigavimo trukmé gali bati pailginta, jei Zinoma arba jtariama, kad bandomoji medziaga turi poveikj lasteliy
ciklo trukmei (pvz., bandant nukleozidy analogus).
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39. Dél S9 preparaty galimo citotoksiskumo kultivuotoms zinduoliy lgsteléms, pailginta 1,5-2,0 normaliy lasteliy
cikly poveikio trukmé taikoma tik nenaudojant S9. Kai veikimas pailgintas, siilomi variantai, kaip paveikti lasteles
bandomgja chemine medziaga naudojant citoB arba jo nenaudojant. Sie variantai skirti situacijoms, kai gali biti
nerimaujama dél galimos bandomosios medziagos ir citoB sgveikos.

40. Siiilomi lasteliy veikimo medziaga planai pateikti 1 lenteléje. Sie bendrosios paskirties veikimo medziaga planai
gali bti pakeisti, atsizvelgiant j bandomosios medziagos stabilumg ar reaktyvumg ar naudojamy lgsteliy savitas
augimo charakteristikas. Bet koks veikimas medZiaga turi prasidéti ir baigtis lasteléms augant eksponentiskai. Sie
planai i§samiau pateikti 41-47 skirsniuose.

1 lentelé

MNvit tyrimo Igsteliy veikimo ir surinkimo laikas

Limfocitai, pagrindinés lastelés | + S9 Paveikite 3—6 val. esant S9;
ir lasteliy linijos, veikiamos

Salinkit ir veikimo terpg;
medziaga naudojant citoB pasalinkite $9 ir veikimo terpe

pridekite nauja terpe ir citoB;
surinkite pra¢jus 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly.

-9 Paveikite 3—6 val,;
Trumpas povei- | padalinkite veikimo terpg;
kis pridékite naujg terpg ir citoB;
surinkite praéjus 1,5-2,0 normaliy Igsteliy cikly.
-S9 A variantas: paveikite 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly, esant citoB;

Pailgintas povei- | surinkite pasibaigus poveikio laikotarpiui.
kis
B variantas: paveikite 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly;
pasalinkite bandomaja medziaga;

pridékite naujg terpg ir citoB;

surinkite praéjus 1,5-2,0 normaliy Igsteliy cikly.

Lasteliy linijos, veikiamos medziaga nenaudojant citoB
(taip pat, kaip pagal pirmiau nurodytg plang, tik nepridedant citoB)

Limfocitai, pagrindinés lgstelés ir lgsteliy linijos su citoB

41. Jei tai limfocitai, veiksmingiausias metodas yra pradéti veikti bandomaja medziaga praéjus 44—48 val. po stimu-
liavimo PHA, kai bus pasibaiges ciklo sinchronizavimas (5). Pradiniame tyrime lastelés 3-6 val. veikiamos bando-
maja medZiaga nesant ir esant S9. Veikimo terpé pasalinama ir pakei¢iama nauja terpe, kurioje yra citoB, o lastelés
surenkamos po 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly.

42. Jei abiejy pradiniy trumpalaikio (3-6 val)) veikimo bandymy rezultatai yra neigiami arba dviprasmiai, naudojamas
pailgintas veikimas medziaga be S9. Galimi du veikimo variantai, kurie vienodai priimtini. Taciau gali bati tiks-
lingiau rinktis A variantg stimuliuojamiems limfocitams, kai eksponentinis augimas gali imti mazéti pra¢jus 96 val.
po stimuliavimo. Be to, pagal B varianta paskutinio méginio émimo metu Igsteliy kultfros turi nebditi pasiekusios
susiliejimo.

— A variantas: lgstelés veikiamos bandomaja medziaga 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly su surenkamos praéjus
veikimo laikui.

— B variantas: lgstelés veikiamos bandomaja medziaga 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly. Veikimo terpé pasalinama
ir pakeiciama nauja, o lastelés surenkamos po papildomy 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly.

43. Pagrindinés lastelés ir lasteliy linjjos turi bati veikiamos panasiai kaip limfocitai, i§skyrus tai, kad jy nebatina
44-48 val. stimuliuoti PHA. Jei lastelés ne limfocitai, jos turi bati veikiamos taip, kad baigiantis tyrimui tevykty jy
logaritminio augimo etapas.
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Lgsteliy linijos be citoB

44

45

46.

. Lastelés turi baiti 3—-6 val. veikiamos esant ir nesant S9. Veikimo terpé pasalinama ir pakei¢iama nauja terpe, o
lastelés surenkamos po 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly.

. Jei abiejy pradiniy trumpalaikio (3—6 val.) veikimo bandymy rezultatai yra neigiami arba dviprasmiai, naudojamas
pailgintas veikimas medziaga (be S9). Galimi du veikimo variantai, kurie vienodai priimtini:

— A variantas: lastelés veikiamos bandomgja medziaga 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly su surenkamos praéjus
poveikio laikui.

— B variantas: lastelés veikiamos bandomaja medziaga 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly. Veikimo terpé pasalinama
ir pakeitiama nauja, o lastelés surenkamos po papildomy 1,5-2,0 normaliy lasteliy cikly.

3-6 val. veikimo medZiaga pabaigoje monosluoksniuose gali bati mitoziniy lasteliy (atpaZistamy i§ apvalios
formos ir atsiskyrimo nuo pavir$iaus). Kadangi Sios mitozinés lastelés lengvai atsiskiria, jas galima prarasti pasa-
linant terpe su bandomaja medziaga. Reikia pasirapinti surinkti jas plaunant kultfras ir graZinti atgal, kad
surinkimo metu nebiity prarastos mitozés etapo lastelés, kuriose gali bati mikrobranduoliy.

Kultiiry skaicius

47

. Su kiekviena bandomosios medziagos koncentracija turi biiti naudojamos pakartotinés kultdros; tokios turi bati ir
nesiklioftirpiklio bei NC kultiiros. Jeigu remiantis anksciau sukauptais laboratorijos duomenimis galima jrodyti,
kad skirtumai tarp kartotinio pasé¢jimo kultiiry yra minimalis, galima naudoti pavienes kultiiras. Jei naudojamos
pavienés kultiiros, rekomenduojama analizuoti didesnj koncentracijy skaiciy.

Lgsteliy surinkimas ir preparaty ant objektinio stiklelio paruosimas

48

49.

. Kiekviena kultfira surenkama ir apdorojama atskirai. RuoSiamos lastelés gali biiti paveikiamos hipotoniniu $oku,
taciau $is veiksmas nebiitinas, jei pakankamas lasteliy paskleidimas pasiekiamas kitais biidais. Preparaty ant
objektinio stiklelio galima paruosti jvairiais bidais, jei jvertinimui gaunami aukstos kokybés lasteliy preparatai.
Turi bati i§saugota lgsteliy citoplazma, kad bty galima aptikti mikrobranduolius ir (taikant citokinezés blokavimo
metodg) patikimai identifikuoti dvibranduolines Igsteles.

Preparatai ant objektinio stiklelio gali baiti nudazyti jvairiais metodais, pvz., Giemsa arba fluorescenciniais specialiai
DNR skirtais dazikliais (59). Jei naudojami specialiai DNR skirti dazai (pvz., akridino oranzas (61) arba Hoechst
33258 dazas, turintis pironino-Y (62)), galima pasalinti kai kuriuos artefaktus, kurie atsiranda naudojant specialiai
DNR neskirtus dazus. Mikrobranduoliy turiniui (chromosomai ar jos fragmentui) identifikuoti gali bati naudojami
antikinetochoro antikiinai, FISH su pancentrometriniais DNR zondais arba uZzpildinis in situ Zenklinimas su
pancentromeroms skirtais uzpildais, kartu su atitinkamu DNR prieSpriesiniu dazymu, jei domina mechanistine
informacija apie jy formavimasi (15) (16). Gali bati naudojami kiti klastogeny ir aneugeny diferencijavimo
metodai, jei jrodyta, kad jie veiksmingi.

Analiz¢

50. Prie§ analizuojant mikroskopu visi preparatai ant objektinio stiklelio, jskaitant preparatus su tirpikliu | nesikliu ir

51.

kontrolinémis medziagomis, turi biiti nepriklausomai uzkoduoti. Kitas blidas — analizuoti koduotus méginius
naudojantis patvirtinto tinkamumo, automatizuotg srauto citometrijos ar vaizdo analizavimo sistema.

CitoB apdorotose kultirose mikrobranduoliy daznis turi biti i$analizuotas bent 2 000 dvibranduoliniy lasteliy
kiekvienai koncentracijai (ne maziau kaip 1 000 dvibranduoliniy lasteliy i§ vienos kultiiros; po dvi kultiiras vienai
koncentracijai). Jei naudojamos pavienés kultiiros, i§ jy turi bati jvertinta ne maziau kaip 2 000 dvibranduoliniy
lasteliy. Jei jvertinimui pagal kiekviena koncentracijg yra gerokai maZziau kaip po 1 000 dvibranduoliniy Iasteliy i3
vienos kultiiros arba 2 000, jei naudojama paviené kultiira, ir reik§mingo mikrobranduoliy skaiciaus padidéjimo
neaptikta, bandymas turi bati pakartotas naudojant daugiau lasteliy arba maziau toksiskas koncentracijai (kas
tinka). Reikia atsargumo nevertinti netaisyklingos formos dvibranduoliniy lasteliy arba ty, kuriy du branduoliai yra
labai skirtingo dydzio; be to, dvibranduoliniy lasteliy nereikia painioti su prastai pasklidusiomis daugiabranduo-
linémis lasteléemis. Lastelés, kuriose yra daugiau kaip du pagrindiniai branduoliai, neturi bati analizuojamos
vertinant mikrobranduolius, kadangi jose pradinis mikrobranduoliy daznis gali bati didesnis (63) (64). Vienbran-
duoliniy lasteliy jvertinimas yra priimtinas, jei bandomoji medziaga jrodytai veikia citoB aktyvuma.
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52. Lasteliy linijose, tiriamose neapdorojus CitoB, mikrobranduoliai turi biiti i$analizuoti bent 2 000 lasteliy kiekvienai
koncentracijai (ne maziau kaip 1000 lasteliy i§ vienos kultiros; po dvi kultGras vienai koncentracijai). Jei
naudojama tik po vieng kultiirag koncentracijai, i§ tos kulttiros turi bati jvertinta ne maziau kaip 2 000 lasteliy.

53. Kai naudojamas citoB, lasteliy proliferacijai jvertinti (Zr. 2 priedélj) CBPI arba RI turi biti nustatyti pagal ne maziau
kaip 500 kultaros lasteliy. Jei medziaga veikiama nesant citoB, svarbu pateikti jrodyma, kad vertinamos lastelés
proliferavo, kaip aptarta 24-27 skirsniuose.

Priimtinumo kriterijai

54. Laboratorija, sitlanti naudoti Siame BM aprayt3 MNvit tyrima, turi jrodyti savo gebéjima patikimai ir tiksliai
aptikti Zinomo aneugeninio ir klastogeninio aktyvumo chemines medziagas su metaboliniu suaktyvinimu ir be jo,
taip pat ir Zinomas neigiamo poveikio medziagas, naudodama 3 priedélyje nurodytas chemines medziagas. Kaip
savo gebéjimo teisingai taikyti | BM jrodyma laboratorija turi pateikti jrodyma, kad lastelése, kuriose vertinamas
mikrobranduolio formavimasis, jvyko vienas branduolio pasidalijimas, jei bandymas atliekamas nenaudojant citoB.

55. 3 priedélyje nurodytas chemines medziagas rekomenduojama naudoti kaip etalonines. Galima naudoti pakaitines
ar papildomas chemines medziagas, jeigu jy aktyvumas Zinomas ir jos indukuoja mikrobranduolius tokiu paciu
veikimo mechanizmu ir jei jrodyta, kad jos susijusios su cheminémis medziagomis, kurios bus bandomos taikant
MNvit procediirg. Pateisinimas gali biiti tinkamumo patvirtinimo tyrimas, kuriame naudota plati medziagy jvairové
arba kuris sutelktas | siauresnj spektra, remiantis bandomosios medziagos chemine klase ar tyrinégjamu pazaidos
mechanizmu.

56. Tirpiklio | nesiklio kontrolinés medziagos ir nepaveikty kultiiry mikrobranduoliy daznumas turi bati atkuriamai
mazas ir pastovus (paprastai 5-25 mikrobranduoliai/1 000 lasteliy, kai lastelés yra 11 skirsnyje nurodyto tipo).
Kity tipy lasteliy atsaky intervalai gali bati kitokie ir jie turi bati nustatyti tvirtinant jy tinkamuma naudoti MNvit
tyrime. Kontroliniams intervalams pagal anksc¢iau sukauptus duomenis sudaryti turi bati naudojami neigiamy
medziagy, tirpikliy ir PC duomenys. Sios vertés turi biiti naudojamos nusprendziant dél lygiagrecios NC/PC
tinkamumo eksperimentui.

57. Jei tyrimui sitilomi nedideli protokolo pakeitimai (pvz., naudoti automatizuota, o ne ranking jvertinimo metodika;
naudoti nauja lasteliy tipg), pakeitimo veiksmingumas turi bati jrodytas prie§ pakeista protokola imant laikyti
tinkamu naudoti. Veiksmingumo jrodymas apima jrodyma, kad galima aptikti pagrindinius chromosomos pertrau-
kimo ir padidéjimo ar sumazéjimo mechanizmus ir kad atskiros bandomosios medziagos klasei ar placiai
medZiagy grupei galima gauti atitinkamus teigiamus ir neigiamus rezultatus.

DUOMENYS IR ATASKAITY TEIKIMAS
Rezultaty vertinimas

58. Jei naudojama citokinezés blokavimo metodika, vertinant mikrobranduoliy indukcija naudojamas tik dvibranduo-
liniy lasteliy su mikrobranduoliais (nepriklausomai nuo mikrobranduoliy skaiciaus lasteléje) daznis. Naudingos
informacijos gali suteikti lasteliy su vienu, dviem ar keliais mikrobranduoliais jvertinimas, bet tai neprivaloma.

59. Lygiagreciai turi bati nustatyti visy medziaga paveikty ir tirpiklio/nesiklio kontroliniy kultiry citotoksiskumo ir
(arba) citostazeés rodikliai (58). Visy medziaga paveikty ir kontroliniy kultiry CBPI arba RI turi biti apskaic¢iuoti
kaip lgsteliy ciklo delsos rodikliai, kai taikomas citokinezés blokavimo metodas. Jei néra citoB, turi bati taikomas
RPD arba RICC ar PI (zr. 2 priedélj).

60. Turi bati pateikti duomenys apie atskirg kultiira. Be to, visi duomenys turi bati suvesti j lenteles.

61. Cheminés medziagos, kurios MNvit tyrime indukuoja mikrobranduolius, tai gali daryti todél, kad indukuoja
chromosomy nutraukima, netekima arba abiejy veiksmy derinj. Siekiant nustatyti, ar mikrobranduoliy indukcijos
mechanizma suaktyvina klastogeniné ir (arba) aneugeniné veikla, gali bati atlickama papildoma analizé naudojant
antikinetochoro antikiinus, centromeroms skirtus in situ zondus ar kitus metodus.

Rezultaty vertinimas ir aiskinimas

62. Néra reikalaujama papildomais bandymais tikrinti aiskiai teigiama arba neigiama reakcijg. Dviprasmiai rezultatai
gali bati patikslinti iSanalizavus papildomas 1 000 lasteliy i§ visy kultiiry, kad nebiity prarastas kodavimas. Jei toks
metodas neiSaiskina rezultato, reikia atlikti papildomus bandymus. Tolesniuose eksperimentuose reikia atsizvelgti
tyrimo parametry pasikeitimg i§ atitinkamai platesnio arba siauresnio salygy intervalo. Gali pasikeisti tokie tyrimo
parametrai kaip tiriamosios koncentracijos intervalas, veikimo medziaga ir lasteliy surinkimo laikas ir (arba)
metabolinio suaktyvinimo salygos.
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63. Yra keletas teigiamo rezultato nustatymo kriterijy, pvz., su koncentracija susijes arba statistiskai reikSmingas
mikrobranduolj turin¢iy lasteliy skaiciaus padidéjimas. Pirmiausia turi bati apsvarstytas rezultaty biologinis tinka-
mumas. [vertinimas, ar gautos vertés patenka ar nepatenka j anksciau sukaupty duomeny kontrolinj intervala, gali
bti pravartus vertinant atsako biologinj reikSminguma. Bandymo rezultatams jvertinti galima taikyti atitinkamus
statistinius metodus (65). Taciau statistinio bandymo rezultatai turi bati jvertinti dozés ir atsako sarysio atzvilgiu.
Taip pat reikia atsizvelgti j atkuriamumg ir anks¢iau sukauptus duomenis.

64. Nors daugumos eksperimenty rezultatai bus aiskiai teigiami ar neigiami, kai kuriais atvejais, remiantis duomeny
rinkiniu, nebus jmanoma priimti galutinio sprendimo apie bandomosios medziagos aktyvumg. Tokie dviprasmiai
arba abejotini atsakai gali biti gaunami neatsizvelgiant | eksperimento pakartojimy skaiciy.

65. Teigiami MNvit tyrimo duomenys rodo, kad bandomoji medziaga sukelia chromosomos tritkima ar netekima
kultivuotose zinduoliy lastelése. Neigiami rezultatai rodo, kad bandymo sglygomis bandomoji medziaga nesukelia
chromosomos triikimy ir (arba) padidéjimo ar sumaZzéjimo kultivuotose Zinduoliy lastelése.

Bandymo ataskaita
66. Bandymy ataskaitoje turi bati bent $i informacija, jeigu ji susijusi su tyrimu:
Bandomoji cheminé medZiaga
— identifikavimo duomenys ir Cheminiy medZziagy santrumpy tarnybos numeris bei EC numeris,
— fizinis bavis ir grynumas,
— fizikinés ir cheminés savybés, svarbios su tyrimo vykdymu,

— bandomosios cheminés medziagos reaktyvumas su tirpikliu/nesikliu arba lasteliy kultiiros terpe.

Tirpiklis/nesiklis
— tirpiklio/nesiklio pasirinkimo pagrindimas,

— bandomosios medziagos tirpumas ir stabilumas tirpiklyje/nesiklyje.

Lgstelés

— naudojamy lasteliy tipas ir Saltinis,

— naudojamo lasteliy tipo tinkamumas,

— mikoplazmos nebuvimas, jei taikoma,

— informacija apie lasteliy ciklo trukme, padvigubéjimo laikg arba proliferacijos indeksas,
— jei naudojami limfocitai, kraujo donory lytis, amzius ir skaicius, jei taikoma,

— jei naudojami limfocitai, ar medziaga veikiamas visas kraujas ar atskirti limfocitai,

— eigy skaicius, jei taikoma,

— lasteliy kultdros islaikymo metodai, jei taikoma,

— chromosomy modalinis skaicius,

— normali (neigiamo poveikio kontrolinés medziagos) lasteliy ciklo trukme.

Bandymo sglygos

— citokinezés blokavimo medziagos (pvz., citoB) tapatumas, jeigu ji naudojama, ir jos koncentracija ir lastelés
poveikio trukmé,

— koncentracijy ir kultiiry skaic¢iaus parinkimo loginis pagrindas, jskaitant citotoksiskumo duomenis ir tirpumo
apribojimus, jei turima duomeny,
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— terpés sudétis, CO, koncentracija, jei taikoma,

— bandomosios medziagos koncentracija,

— nesiklio ir pridétos bandomosios medziagos koncentracija (ir (arba) tiris),

— inkubacijos temperatiira ir trukme,

— veikimo medziaga trukme,

— surinkimo laikas po paveikimo,

— lasteliy tankis pas¢jimo metu, jei taikoma,

— metabolinio suaktyvinimo sistemos tipas ir sudétis, jskaitant priimtinumo kriterijus,
— teigiamo poveikio kontrolinés cheminés medziagos ir neigiamo poveikio kontrolinés medziagos,
— preparaty ant objektinio stiklelio paruosimo metodai ir taikoma dazymo metodika,
— mikrobranduoliy identifikavimo kriterijai,

— tirty lasteliy skaicius,

— citotoksiskumo matavimo metodai,

— Dbet kokia su citotoksiskumu susijusi papildoma informacija,

— tyrimo vertinimo kaip teigiami, neigiami arba dviprasmiai kriterijai,

— taikomas (i) statistinés analizés metodas (-ai),

— metodai, pvz., kinetochory antikiiny naudojimas, skirti apibiidinti, ar mikrobranduolyje yra visos ar fragmen-
tuotos chromosomos, jei taikoma.

Rezultatai

— naudojas citotoksiSkumo matas, pvz., CBPI arba RI, jei taikomas citokinezés blokavimo metodas; RICC, RPD
arba PO, kai minétas metodas netaikomas; kitos pastabos, jei taikoma, pvz., lasteliy susiliejimas, apoptozé,
nekrozé, metafaziy skaicius, dvibranduoliniy lgsteliy daznis,

— nuosédy iskritimo pozymiai,
— veikimo medziaga terpés pH ir osmoliskumo duomenys, jei nustatyti,
— analizei priimty lasteliy apibrézimas,

— vienbranduoliniy, dvibranduoliniy ir daugiabranduoliniy lasteliy paplitimas, jei taikomas citokinezés blokavimo
metodas,

— lasteliy su mikrobranduoliais skaicius, atskirai kiekvienos medziaga paveiktos ir kontrolinés kultdros, kai tinka,
nurodant, ar tai dvibranduolinés ar vienbranduolinés Igstelés,

— koncentracijos ir atsako sarysis, kai jmanoma,

— lygiagreciai naudojamos neigiamo poveikio medziagos (tirpiklio/nesiklio) ir teigiamo poveikio kontrolinés
cheminés medziagos (koncentracija ir tirpikliai) duomenys,

— anksciau sukaupti neigiamo poveikio medziagos (tirpiklio/nesiklio) ir teigiamo poveikio kontrolinés cheminés
medziagos duomenys, nurodant intervalus, vidurkius ir standartinj nuokrypj bei pasikliaujamajj intervalg (pvz.,
95 %),

— statistiné analizé, p vertés, jeigu yra.

Rezultaty aptarimas

I$vados
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1 priedélis
Apibréztys
Aneugenas — bet kokia medziaga ar procesas, kurie, sgveikaudami su mitoziniu ir mejoziniu lasteliy dalijimosi ciklu,
lastelése ar organizmuose sukelia aneuploidija.

Aneuploidija — bet koks nukrypimas nuo normalaus diploidinio (arba haploidinio) chromosomy skai¢iaus viena ar
daugiau kaip viena chromosoma, taciau ne visu chromosomy rinkiniu ar keliais (poliploidija).

Apoptozé — uzprogramuota lasteliy Zatis, kuriai bdinga serija etapy, per kuriuos lastelés suyra | membrana apsuptas
daleles, kurios véliau pasalinamos fagocitoze arba numetimo badu.

Lgsteliy proliferacija — lasteliy skaiciaus didé¢jimas dél mitozinio lasteliy dalijimosi.

Centromera — chromosomos DNR sritis, kurioje susikabina abi chromatidés ir kurioje greta vienas kito prisitvirting abu
kinetochorai.

Klastogenas — bet kokia medziaga ar procesas, sukeliantys struktirinius chromosomy nukrypimus lasteliy populiacijose
ar organizmuose.

Citokinezé — lasteliy dalijimosi procesas iskart po mitozes, kuomet susidaro dvi dukterinés lastelés, turincios po vieng
branduolj.

Citokinezés blokavimo proliferacijos indeksas (CBPI) — antrojo pasidalijimo lasteliy dalis medziaga paveiktoje populiacijoje
nepaveiktos kontrolinés kultiiros atzvilgiu (formulé pateikta 2 priedélyje).

Citostazé — lasteliy augimo slopinimas (formulé pateikta 2 priedélyje).

Citotoksiskumas — zalingas poveikis lasteliy strukttirai ar funkcijai, kuris galiausiai sukelia lastelés zatj.

Genotoksiskas — bendrasis terminas, kuriuo iSreiskiamas visy tipy DNR arba chromosomy paZeidimas, jskaitant nutrau-
kimus, adukty pergrupavimg, mutacijas, chromosomy aberacijas ir aneuploidija. Ne visy tipy genotoksiskumo poveikiai
sukelia mutacijas ar pastovy chromosomy pazeidima.

Interfazinés lgstelés — lastelés, nesancios mitozés fazés.

Kinetochoras — baltyminé struktiira, susidaranti chromosomos centromere, prie kurios dalijantis lasteléms jungiasi
verpstés sitlai ir dél to dukterinés chromosomos tvarkingai iSsidésto dukteriniy lasteliy poliuose.

Mikrobranduolys — atskiras mazas branduolys, esantis $alia pagrindinio lasteliy branduolio, atsirades mitozés ar mejozés
telofazés metu, kai chromosomy fragmentai ar iStisos chromosomos jgauna pirming struktiirg (,i$nyksta®).

Mitozés — lastelés branduolio dalijimasis, paprastai skirstomas j profaze¢, prometafazg, metafazg, anafaze ir telofazg.

Mitozinis indeksas — metafazéje esanciy lasteliy sarysis, padalytas i§ viso lgsteliy populiacijos skaiciaus, rodantis tos
lasteliy populiacijos proliferacijos laipsni.

Mutageniskas — sukeliantis paveldimg DNR bazinés poros sekos (-y) pokytj genuose arba chromosomy struktiroje
(chromosomy aberacijas).

Neatsijungimas — poriniy chromatidziy nesugebéjimas atsijungti ir tinkamai atsiskirti j besivystancias dukterines Igsteles,
del ko pastarosiose susidaro nenormalus chromosomy skaicius.

Poliploidija — chromosomy skaiciaus aberacijos lastelése arba organizmuose, apimancios visa chromosomy rinkinj ar
rinkinius, skirtingai nuo atskiros chromosomos ar chromosomy (aneuploidija).

Proliferacijos indeksas (PI) — citotoksiskumo matavimo metodas, kai nenaudojamas citoB (formulé pateikta 2 priedélyje).

Santykinis lgsteliy skaiciaus padidéjimas (angl. RICC) — citotoksiskumo matavimo metodas, kai nenaudojamas citoB
(formulé pateikta 2 priedélyje).

Santykinis populiacijos padvigubéjimas (angl. RPD) — citotoksiskumo matavimo metodas, kai nenaudojamas citoB (formule
pateikta 2 priedelyje).

Replikacijos indeksas (RI) — medziaga paveiktos kultiiros lasteliy pasidalijimo cikly skaiciaus sarysis su nepaveiktos
kontrolinés kultiros rodikliu poveikio ir atsigavimo laikotarpiu (formulé pateikta 2 priedélyje).

Bandomoji cheminé medZiaga (dar vadinama bandomgja medZiaga) — bet kuri medZiaga ar misinys, bandomi taikant §j
bandymy metoda.
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2 priedelis
CitotoksiSkumo jvertinimo formulés

1. Kai naudojamas citoB, citotoksiskumo vertinimas turi bati grindZiamas citokinezés blokavimo proliferacijos
indeksu (CBPI) arba replikacijos indeksu (RI) (16) (58). CBPI nurodo vidutinj Igstelés cikly skaiciy citoB poveikio
laikotarpiu ir gali bati naudojamas lasteliy proliferacijai skaic¢iuoti. RI rodo santykinj branduoliy skai¢iy medZiaga
paveiktose kultiirose, palyginti su kontrolinémis kultiromis ir gali buti naudojamas citostazés procentinei daliai
skaiciuoti:

% citostazés = 100 — 100{(CBPI; — 1) + (CBPI. - 1)}
Ir:

T = bandomgja chemine medziaga paveikta kulttira
C = nesiklio kontroliné kultara

Cia:

((vienbranduoliniy lasteliy skai¢ius) + (2 x dvibranduoliniy lasteliy skaicius) +
(3 x daugiabranduoliniy lasteliy skaicius))

CBPI =
(bendras lasteliy skaicius)

Taigi, CBPI lygus 1 (visos lastelés yra vienbranduolinés) atitinka 100 % citostaze.
Citostazé = 100 — RI

dvibranduoliniy lasteliy skaicius) + (2 x daugiabranduoliniy Igsteliy skaicius)) +
g
(bendras lasteliy skaicius)y

RI = x 100

dvibranduoliniy lasteliy skaicius) + (2 x daugiabranduoliniy Igsteliy skaicius)) +
g
(bendras lasteliy skaicius)

T = medziaga paveiktos kultiros
C = nesiklio kontrolinés kultfiros

2. Taigi, RI = 53 % reiskia, kad, palyginti su skai¢iumi kontrolinés kultiiros lasteliy, kurios nepasidalijo sudary-
damos dvibranduolines ir daugiabranduolines lasteles, 53 % $io skaiciaus pasidalijo medziaga paveiktoje kultdroje, t.
y. 47 % citostazé.

3. Kai nenaudojamas citoB, citotoksiSskuma rekomenduojama vertinti pagal santykinj lasteliy skaiCiaus padidéjima
(RICC) arba santykinj populiacijos padvigubéjima (RPD)(58), kadangi jais abiem atsizvelgiama i pasidalijusia lasteliy
populiacijos dalj.

(Lasteliy skaiciaus padidéjimas medziaga paveiktose kultiirose (galutinis — pradinis))

RICC =
(Lasteliy skaiciaus padidéjimas kontrolinése kultarose (galutinis — pradinis))

x 100

(Populiacijy padvigubéjimy skaicius medziaga paveiktose kultiirose)

RPD = x 100

(Populiacijy padvigubéjimy skaicius kontrolinése kultarose)

Cia:
Populiacijos padvigubéjimas = [log (lasteliy skaiius po paveikimo + pradinis lasteliy skai¢ius)] + log 2
4. Taigi, RICC arba RPD, lygus 53 %, rodo 47 % citotoksiskuma/citostaze.

5. Vartojant proliferacijos indeksg (PI), citotoksiskumas gali bati jvertintas skai¢iuojant skai¢iy klony, sudaryty i3
1 lgstelés (cl1), 2 lasteliy (cl2), 3—4 lasteliy (cl4) ir 5-8 lasteliy (cI8)

Pl - (1 xcll) + (2xcl2) + (3 xcl4) + (4 xcl8))
; )

(cll + cl2 + cl4 + I8

6.  PI vartojamas kaip vertingas ir patikimas citotoksiskumo parametras ir in situ be citoB kultivuojamoms Igsteliy
linijjoms (25) (26) (27) (28).
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Naudojimo charakteristikoms jvertinti rekomenduojamos etaloninés cheminés medziagos (')

3 priedélis

Kategorija Cheminés medziaga CAS Nr. EC Nr.
1. Klastogenai, aktyviis be metabolinio suaktyvinimo
Citozino arabinozidas 147-94-4 205-705-9
Mitomicinas C 50-07-7 200-008-6
2. Klastogenai, kuriems reikia metabolinio suaktyvinimo
Benzo(a)pirenas 50-32-8 200-028-5
Ciklofosfamidas 50-18-0 200-015-4
3. Aneugenai
Kolchicinas 64-86-8 200-598-5
Vinblastinas 143-67-9 205-606-0
4. Neigiamos medZiagos
Di(2-etilheksil)ftalatas 117-81-7 204-211-0
Nalidiksiné rugstis 389-08-2 206-864-7
Pirenas 129-00-0 204-927-3
Natrio chloridas 7647-14-5 231-598-3

(") Rekomenduojama naudoti etalonines chemines medziagas. Galima naudoti pakaitines ar papildomas chemines medziagas, jeigu jy

aktyvumas Zzinomas ir jos indukuoja mikrobranduolius tokiu paciu veikimo mechanizmu ir jei jrodyta, kad jos susijusios su
cheminémis medziagomis, kurios bus bandomos taikant MNvit procediirg. Atsizvelgiant | paskirtj, pateisinimas gali bti ir tinka-
mumo patvirtinimo tyrimas, kuriame naudota plati medziagy ivairové arba kuris sutelktas i siauresnj spektra, remiantis bandomo-
sios medziagos chemine klase ar tyrinégjamu pazaidos mechanizmu.

B.50. ODOS JAUTRINIMAS. VIETINIO LIMFMAZGIO BANDYMAS. DA

[VADAS

1.

OECD Cheminiy medziagy bandymo gairés ir ES bandymy metodai periodiskai persvarstomi atsizvelgiant |
mokslo pazangg, kintancias reguliavimo reikmes ir gyviiny gerovés sumetimais. Pirmasis bandymy metodas
(BM) (B.42) peliy odos jautrinimui nustatyti — vietinio limfmazgio bandymas (LLNA; OECD bandymy metodika
429; sio priedo B.42 skyrius) buvo persvarstytas (1). LLNA tinkamumo patvirtinimas ir susijusiy darby apZzvalga
paskelbta (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) Saltiniuose. Pagal LLNA limfocity proliferacijai matuoti naudojamas
radioizotopinis timidinas arba jodas ir todél tyrimas yra riboto naudojimo, kadangi sunku isigyti, naudoti ar
pasalinti radioaktyvias medziagas. LLNA: DA (kurj sukairé ,Daicel Chemical Industries, Ltd.“) yra neradioaktyvaus
pobiidzio LLNA modifikacija, kuria adenozino trifosfato (ATP) kiekis jvertinamas bioliuminescencija kaip limfocity
proliferacijos rodikliu. LLNA: DA bandymo metodo tinkamumg patvirtino, apsvarsté ir rekomenduoja tarptautine
tarpusavio vertinimo komisija; jis laikomas naudingu su tam tikrais apribojimais identifikuojant odg jautrinancias
ir nejautrinancias chemines medziagas (10) (11) (12) (13). Sis BM yra parengtas cheminiy medziagy (medziagy ir
misiniy) sukeliamam gyviiny odos jautrinimo potencialui jvertinti. Pagal $io priedo B.6 skyriy ir OECD bandymy
metodika 406 naudojami bandymai su jiros kiaulytémis, pirmiausia maksimizacijos ir Buehlerio bandymas su
juros kiaulytémis (14). LLNA (Sio priedo B.42 skyrius; OECD bandymy metodika 429) ir dvi neradioaktyvaus
pobiidzio modifikacijos, LLNA: DA (Sio priedo B.50 skyrius; OECD bandymy metodika 442 A) ir LLNA: BrdU-
ELISA (Sio priedo B.51 skyrius; OECD bandymy metodika 442 B), yra pranaSesnés uz bandymus su jiros
kiaulytémis pagal B.6 and OECD bandymy metodikg 406 (14) tuo, kad sumazinamas ir patobulinamas gyviiny
naudojimas.

2. Panagiai, kaip LLNA, LLNA: DA metodu tiriamas odos jautrinimo indukcinis etapas ir gaunami kiekybiniai
duomenys, tinkami dozés ir atsako sarysiui jvertinti. Be to, galimybé aptikti odos jautriklius nenaudojant DNR
Zyméjimo izotopy, panaikina galimybe darbuotojams biti apsvitintiems dirbant ir atliecky pasalinimo sunkumus.
Dél to savo ruoZztu galima naudoti daugiau peliy odos jautrikliams aptikti, todél galima dar sumazinti jaros
kiauly¢iy naudojimg odos jautrinimo potencialui i$bandyti (t. y. B.6; OECD bandymy metodika 406) (14).

APIBREZTYS

3. Vartojamos apibréztys pateiktos 1 priedélyje.
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PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

4.

LLNA: DA yra modifikuotas LLNA metodas galimai oda jautrinan¢ioms cheminéms medziagoms identifikuoti su
tam tikrais apribojimais. Nereikia manyti, kad visais atvejais vietoj LLNA arba bandymo su jary kiaulytémis (t. y.
B.6; OECD bandymy metodika 406) (14), reikia taikyti LLNA: DA bandymg; tai labiau reiskia, kad sis bandymas
yra lygiavertis ir gali bati taikomas kaip pakaitinis metodas, pagal kurj teigiamy ir neigiamy rezultaty paprastai
nebereikia papildomai patvirtinti (10) (11). Pries atlikdama tyrimg bandymy laboratorija turi apsvarstyti visg
turimg informacija apie bandomaja medziaga. Tokia informacija apima medziagos tapatumg ir chemine struktira,
jos fizikines ir cheminés savybes, visy kity bandomosios medziagos in vitro arba in vivo toksiskumo bandymy
rezultatus ir giminingos struktiiros medziagy toksikologinius duomenis. Si informacija turi biiti apsvarstyta,
siekiant nustatyti, ar LLNA: DA tinka bandomajai medziagai (atsizvelgiant j tam tikry medziagy tipy nesuderina-
mumg su LLNA: DA (zr. 5 skirsnj)), ir parinkti tinkamg doze.

LLNA: DA yra in vivo metodas, todél jautrinanciam poveikiui dél alerginio saly¢io jvertinti naudojami gyviinai.
Taciau jis turi galimybe sumaZinti gyviiny naudojima $iam tikslui, palyginti su bandymais su jiros kiaulytémis
(B.6; OECD bandymy metodika 406) (14). Be to, LLNA: DA i§ esmés pagerina bidg, kuriuo gyvinai naudojami
jautrinimui dél alerginio salycio bandyti (kelia maziau skausmo ir kanciy), kadangi, skirtingai nei B.6 and OECD
bandymy metodika 406, taikant LLNA: DA nereikia sukelti ypa¢ didelio odos jautrumo reakcijy. Nepaisant LLNA:
DA pranasumy prie$ B.6 ir OECD bandymy metodika 406 (14), yra tam tikry apribojimy, dél kuriy gali tekti
taikyti B.6 ir OECD bandymy metodika 406 (pvz., tiriant kai kuriuos metalus, klaidingi teigiami rezultatai tiriant
tam tikrus odos dirgiklius (pvz., kai kurias pavirsinio aktyvumo tipo chemines medziagas) (6) (1 ir $io priedo B.42
skyrius), bandomosios medziagos tirpumas). Be to, dél cheminiy klasiy arba medziagy, kuriose yra funkciniy
grupiy, veikian¢iy kaip galimos klaidinanciosios medziagos (16), gali tekti atlikti bandymus su jary kiaulytémis (t.
y. B.6; OECD bandymy metodika 406 (14)). Nustatytus LLNA apribojimus (1 ir $io priedo B.42 skyrius) reko-
menduojama taikyti ir LLNA: DA (10). Be to, LLNA: DA gali netikti naudoti bandyti medziagas, kurios turi poveikj
ATP lygiui (pvz., medziagas, kurios veikia kaip ATP inhibitoriai) arba tas, kurios trukdo tiksliai i§matuoti tarp-
lastelinj ATP (pvz., ATP ardan¢iy fermenty buvima, tarplastelinio ATP buvimg limfmazgyje). I3skyrus tokius
nustatytus apribojimus. LLNA: DA turi biti tinkamas bandant bet kurias chemines medziagas, nebent tos
medZiagos turi tokiy savybiy, kurios kenkty LLNA: DA tikslumui. Be to, reikia i$nagrinéti ribiniy teigiamy
rezultaty galimybe, kai dirginimo rodiklio (SI) vertés gaunamos nuo 1,8 iki 2,5 (zr. 31, 32 skirsnius). Tai
grindziama 44 medziagy tinkamumo patvirtinimo duomeny baze, taikant SI > 1,8 (Zr. 6 skirsnj), kurioje
LLNA: DA teisingai identifikavo visus 32 LLNA jautriklius, bet neteisingai identifikavo tris i§ 12 LLNA nejautrikliy,
kuriy SI vertés nuo 1,8 iki 2,5 (t. y. ribinis teigiamas rezultatas) (10). Taciau, kadangi tas pats duomeny rinkinys
buvo naudojamas SI vertems nustatyti ir tyrimo prognozinéms savybéms apskaiciuoti, pateikti rezultatai gali
pervertinti tikrgsias prognozines savybes.

BANDYMO METODO PRINCIPAS

6.

Pagrindinis principas, kuriuo pagristas LLNA: DA metodas, yra jautrinanciyjy medziagy sukelta pirminé limfocity
proliferacija cheminés medziagos poveikio vieta drenuojanciame limfmazgyje. Si proliferacija yra proporcinga
naudojamai dozei ir alergeno gebai jautrinti, taigi tai yra paprastas budas objektyviai ir kiekybiskai iSmatuoti
jautrinimg. Proliferacija jvertinama palyginant viduting proliferacijs bandymo grupése ir nesikliu paveiktose kont-
rolinése (angl. vehicle treated control, VC) grupése. Nustatomas vidutinés proliferacijos paveiktose grupése ir kont-
rolinése VC grupése santykis, vadinamas SI, kuris turi bati > 1,8, kad bandomoji medziaga galéty bati toliau
vertinama kaip galinti odg dirginanti medziaga. Cia aprasytos procediiros pagristos ATP kiekio matavimu bioliu-
minescencijos biidu (Zinoma, kad ji koreliuoja su gyvy lasteliy skaiciumi) (17), kas parodo padidéjusj proliferuo-
janciy lasteliy skaiciy drenuojanciuose ausy limfmazgiuose (18) (19). Pagal bioliuminescencijos metoda liuciferazés
fermentas panaudojamas 3viesai katalizuoti i§ ATP ir liuciferino, vykstant $iai reakcijai:

ATP + Luciferin + O, J‘u&) Oxyluciferin + AMP + PP, + CO, + Light

SkleidZiamos $viesos intensyvumas tiesiskai proporcingas ATP koncentracijai ir i$matuojamas liuminometru.
Liuciferino-liuciferazés tyrimas yra jautrus ATP kiekio nustatymo metodas, taikomas labai jvairiai paskirciai (20).

BANDYMO METODO APRASYMAS

Gyviiny risiy parinkimas

7.

Siam bandymui pasirinkta gyviiny riigis — pelés. LLNA: DA tinkamumo patvirtinimo tyrimai buvo atlikti i§imtinai
su CBA/] veisle, kuri dél to laikoma tinkamiausia veisle (12) (13). Naudojamos suaugusios peliy patelés, kurios yra
neturéjusios vados ir neapvaisintos. Pradedant bandyma, gyviiny amzius turi biti 8-12 savaitiy, o gyviiny masés
skirtumas turi bati kiek jmanoma mazesnis ir nevirSyti 20 % vidutinés masés Galima naudoti kitas veisles ir
patinus, jei yra gauta pakankamai duomeny, kurie rodyty, kad néra esminiy veislei ir (arba) lyciai budingy atsako j
LLNA: DA skirtumy
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Laikymo ir $érimo salygos

8.

Pelés turi bati laikomos grupémis (21), nebent pateikiamas pakankamas loginis pagrindas, kodél peles reikia laikyti
atskirai. Patalpos, kurioje laikomi bandomieji gyviinai, temperatiira turi bati 22 + 3 °C. Nors santykiné oro drégmeé
turi biiti ne mazesné kaip 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %, iSskyrus patalpos plovimo laika, reikia
uztikrinti 50-60 %. ApSvietimas turi bati dirbtinis, taikant 12 val. §viesos ir 12 val. tamsos ciklg. Gyviinams Serti
tinka jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras, neribojant geriamo vandens kiekio.

Gyviiny paruo$imas

9.

Gyviinai pasirenkami atsitiktinai, Zenklinami, kad baity jmanoma kiekviena identifikuoti (ta¢iau netaikomas joks
ausy Zenklinimas), ir laikomi narveliuose maziausiai 5 paras prie§ pradedant taikyti dozes, kad galéty priprasti prie
laboratorijos salygy. Prie§ veikimo medziaga pradzig visi gyviinai apZitrimi, ar neturi pastebimy odos pazeidimy.

Dozavimo tirpaly paruoSimas

10.

Prie§ uZtepant ant peliy ausy, kietosios cheminés medziagos istirpinamos arba paskleidziamos tirpikliuose |
nesikliuose ir, jei reikia, atskiedziamos. Skystos cheminés medziagos gali bati uZtepamos grynos arba atskiestos.
Netirpios cheminés medziagos, pvz., tos, kuriy paprastai pasitaiko medicinos jrangoje, prie§ uztepant ant peliy
ausy, padidintosios ekstrakcijos budu i$skiriamos atitinkamame tirpiklyje, kad baty gautos visos galimos isskirti
sudedamosios dalys. Bandomosios medziagos paruosiamos kasdien, nebent stabilumo duomenys rodo, kad jas
galima laikyti ilgesnj laika.

Patikimumo tikrinimas

11.

12.

13.

14.

Teigiamo poveikio kontrolinés cheminés medziagos (PC) naudojamos siekiant parodyti tyrimo tinkamuma joms
reaguojant pakankamu ir atkartojamu jautrumu kaip jautrinan¢ioms bandomosioms medziagoms, kuriy atsako
dydis gerai apibudintas. Naudoti lygiagre¢ias PC rekomenduojama todél, kad jos parodo laboratorijos kompetencija
sékmingai atlikti bandyma kiekvieng tyrima ir jvertinti atkuriamuma bei palyginamuma laboratorijoje ir tarp
laboratorijy. Kiekvieno tyrimo metu naudoti PC reikalauja ir kai kurios reguliavimo institucijos, todél naudotojai
raginami pasikonsultuoti su atitinkamomis institucijomis prie§ vykdydami LLNA: DA. Taigi, skatinama jprastai
naudoti lygiagrecia PC, kad bty i§vengta papildomy bandymy su gyvinais, reikalingy laikytis reikalavimy, kuris
gali kilti PC naudojant tik periodiskai (zr. 12 skirsnj). PC turi sukelti teigiama LLNA: DA atsakg esant tokiam
poveikio lygiui, kuris numatytas padidinti SI > 1,8, palyginti su neigiamo poveikio kontrolinés medziagos (NC)
grupe. PC dozé turi bati parenkama taip, kad nesukelty per didelio odos sudirginimo ar sisteminio toksiskumo, o
atsako sukélimas baty atkuriamas, bet ne per didelis (pvz., SI > 10 biity laikomas per dideliu). Tinkamiausia PC yra
25 % heksilcinamono aldehidas (Cheminiy medziagy santrumpy tarnybos [CAS] Nr. 101-86-0) ir 25 % eugenolis
(CAS Nr. 97-53-0,) acetone: alyvy aliejuje (4:1, tiirio dalys). Gali pasitaikyti aplinkybiy, kai, pateikus pakankamai
jrodymy, galima naudoti kitas PC, atitinkancias pirmiau nurodytus kriterijus.

Nors naudoti lygiagrecig PC grupe rekomenduojama, gali bati situacijy, kuriomis gali pakakti periodiniy bandymy
naudojant PC (t. y. < 6 ménesiy intervalais), jei tai laboratorijos, kurios reguliariai atliecka LLNA: DA (t. y. atlieka
LLNA: DA ne reciau kaip karta per ménesj) ir turi jsteigusios anksciau sukaupty PC duomeny baze, kuri rodo
laboratorijos gebéjima gauti atkuriamus ir tikslius rezultatus su PC. Pakankamas profesionalumas atlickant LLNA:
DA tyrimus gali bati sekmingai jrodomas pastoviai gaunant teigiamus rezultatus naudojant PC ne maziau kaip 10-
yje nepriklausomy bandymy, atlikty per pagrista laikotarpj (t. y. trumpesnj kaip vieneri metai).

Lygiagreti PC visada turi bati naudojama, jei yra procediriniy LLNA: DA pakeitimy (pvz., pasikeite parengti
darbuotojai, pakeistos bandymo metodo medziagos ir (arba) reagentai, pakeista bandymo metodo jranga, pakeistas
bandomuyjy gyviny tiekéjas), o tokie pakeitimai turi bati uzregistruoti laboratorijos ataskaitose. Turi bati apsvars-
tytas tokiy pasikeitimy poveikis anks¢iau sukaupty duomeny bazés tinkamumui, vertinant batinybe sukurti nauja
anksciau sukaupty duomeny bazg, skirta PC rezultaty nuoseklumui dokumentuoti.

Tyréjai turi suprasti, kad sprendimas vykdyti PC tyrima periodiskai, o ne nuolat, turi padariniy neigiamy tyrimy
rezultaty, gauty be lygiagrecios PC naudojimo, laikotarpiu tarp kiekvieno periodinio PC tyrimo, tinkamumui ir
priimtinumui. Pvz., jei, atlickant periodinj PC tyrima, gaunamas klaidingas neigiamas rezultatas, gali biiti kvestio-
nuojami neigiami bandomosios medziagos rezultatai, gauti laikotarpiu nuo paskutinio priimtino periodinio PC
tyrimo iki nepriimtino periodinio PC tyrimo. Siy rezultaty padariniai turi biiti stropiai jvertinti sprendziant, ar
nuolat vykdyti lygiagrecius, ar tik periodinius PC tyrimus. Taip pat reikia apsvarstyti galimybe lygiagrecios PC
grupés tyrimams naudoti maziau gyviiny, jei tai moksliskai pateisinama ir jei laboratorija savo anksciau sukauptais
duomenimis jrodo, kad galima naudoti maziau peliy (22).
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15.

16.

Nors PC turi bati bandoma nesiklyje, kuris Zinomai sukelia pastovy atsaka (pvz., acetono ir alyvy aliejaus miSinyje;
4:1, tario dalys), gali bati tam tikry reguliavimo situacijy, kai gali prireikti istirti ir nestandartinj nesiklj (kliniskai/
chemiskai susijusj preparata) (23). Jei lygiagreti PC bandoma kitokiame nesiklyje nei bandomoji medziaga, turi bati
naudojama atskira VC, skirta lygiagreciai PC.

Tais atvejais, kai vertinamos tam tikrai cheminei klasei ar atsaky sriciai priklausancios medziagos, gali bati
naudojamos ir palyginamosios cheminés medziagos, kad bity parodyta, jog bandymo metodas tinkamai veikia
nustatant iy medziagy odos jautrinimo potenciala. Atitinkamos palyginamosios medziagos turi pasizyméti $iomis
savybémis:

— struktdriniu ir funkciniu panasumu j bandomosios cheminés medziagos klase,

— Zinomomis fizinémis ir cheminémis charakteristikomis,

— apie jas turi bati patvirtinan¢iy duomeny, gauty LLNA: DA tyrimais,

— apie jas turi bti patvirtinan¢iy duomeny, gauty kity gyviiny modeliais ir (arba) i§ Zmoniy.

BANDYMO EIGA

Gyviiny skaiius ir doziy dydis

17

18.

19.

20.

. Vienai dozés grupei naudojami ne maziau kaip keturi gyvinai, naudojant ne maziau kaip tris bandomosios
cheminés medziagos koncentracijas ir vieng lygiagrecia NC grupe, paveikiama tik bandomosios medziagos nesik-
liu, ir PC (lygiagrecia arba naujausig, remiantis laboratorijos politika pagal 11-15 skirsnius). Reikia apsvarstyti
poreikj isbandyti keletg PC doziy, ypa¢ bandant PC periodiskai. I$skyrus neveikimg bandomaja medziaga, kont-

Dozé ir nesiklis turi bati parenkami laikantis (2) ir (24) Saltiniuose pateikiamy rekomendacijy. Paeilinés dozés
paprastai parenkamos i§ atitinkamos koncentracijos ver¢iy eilés, pvz., 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5%, 2,5 %, 1 %,
0,5 % ir t. t. Taikomai koncentracijos verciy eilei turi bati skirtas tinkamas loginis pagrindas. Reikia atsizvelgti i
visa turima toksikologing informacija (pvz., apie iminj toksiskuma ir odos dirginima) ir struktiring bei fizikiniy ir
cheminiy savybiy informacija apie dominancia bandomaja cheming medziagg (ir (arba) struktiriskai panasias
medziagas), kad trys i§ eilés taikomos koncentracijos vertés biity parinktos taip, kad didziausios koncentracijos
poveikis baty kuo didesnis, bet i§vengta sisteminio toksiskumo ir (arba) per didelio vietinio odos dirginimo (24)
(25). Jei tokios informacijos neturima, gali prireikti pradinio atrankinio bandymo (zr. 21-24 skirsnius).

Nesiklis neturi kenkti ar i$kraipyti bandymo rezultato ir turi biti parinktas taip, kad biity kuo geresnis tirpumas,
siekiant gauti didZiausig jmanomga koncentracija gaminant tirpala/suspensija, tinkamg bandomajai medziagai
uztepti. Rekomenduojami nesikliai yra acetono ir alyvy aliejaus misinys (4:1, tario dalys), N,N-dimetilformamidas,
metiletilketonas, propilenglikolis ir dimetilsulfoksidas (6), taciau galima naudoti kitus nesiklius, jei pateikiamas
tinkamas loginis pagrindas. Tam tikrais atvejais papildomai kontrolei gali tekti naudoti Klinikiniu pozZitiriu atitin-
kantj tirpiklj arba komercinj preparata, turintj bandomosios medziagos. Reikia ypa¢ stengtis uZtikrinti, kad |
nesiklyje baty hidrofiliniy medziagy, kurios drékinty oda ir i§ karto nenutekeéty, jdedant soliubilizavimo priemoniy
(pvz., 1 % ,Pluronic® L92%). Taigi reikia vengti naudoti grynai vandeninius nesiklius.

Apdorojant atskiry peliy limfmazgius galima jvertinti nepastovuma tarp gyviiny ir statistiskai palyginti skirtumus
tarp bandomosios medziagos ir VC grupés matavimo rezultaty (zr. 33 skirsnj). Be to, tik tada, kai surenkami
atskiry gyviny duomenys, realu jvertinti galimybe sumazinti peliy skaiciy PC grupéje (22). Negana to, kai kurios
reguliavimo institucijos reikalauja gauti atskirty gyviny duomenis. Reguliarus atskiry gyviny duomeny rinkimas
turi ripinimosi gyviny gerove privalumy, nes i$vengiama dvigubo bandymo, kurio reikéty, jei bandomosios
medziagos rezultatus, i§ pradziy gautus kitu bidu (pvz., i§ jungtiniy gyviiny duomeny), véliau vertinty reguliavimo
institucijos, kurios vadovaujasi kitais reikalavimais (pvz., atskiry gyviny duomenimis).

Atrankinis bandymas

21

. Jei neturima informacijos, skirtos didZiausiai bandomai dozei nustatyti (Zr. 18 skirsnj), reikia atlikti atrankinj

bandyma, kad baty nustatytas tinkamas dozés lygis pagal LLNA: DA metodg. Atrankinio bandymo tikslas —
nustatyti gaires didZiausiam pagrindinio LLNA: DA tyrimo dozés lygiui parinkti, kai neturima informacijos apie
koncentracijg, kuri sukelia sisteminj toksiskuma (zr. 24 skirsnj) ir (arba) per didelj vietinj odos dirginima (zr. 23
skirsnj). DidZiausias bandomas dozés lygis turi biti 100 % bandomosios medziagos, jei tai skysciai, arba didZiausia
jmanoma koncentracija, jei tai kietosios medziagos ar suspensijos.
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22

. Atrankinis bandymas atlickamas tokiomis paciomis salygomis kaip ir pagrindinis LLNA: DA tyrimas, i$skyrus tai,
kad nevertinama limfmazgiy proliferacija ir galima tirti maziau gyviiny kiekvienoje dozés grupéje. Sitiloma naudoti
vieng arba du gyvinus vienai dozés grupei. Visos pelés kasdien stebimos, ar poveikio vietoje nepasireiskia
sisteminio toksiskumo ar vietinio dirginimo klinikiniai poZymiai. Kiino masé uzraSoma prie§ bandyma ir pries
ji pabaigiant (8 dieng). Abi kickvienos pelés ausys stebimos, ar néra eritemos ir jvertinama pagal 1 lentele (25). 1
dieng (pries doze), 3 diena (praéjus mazdaug 48 valandy po pirmosios dozés), 7 dieng (24 valandos pries
pabaigimg) ir 8 dieng stormaciu (pvz., skaitmeniniu mikrometru arba ciferblatiniu storio matuokliu) atliekami
ausy storio matavimai. Be to, 8 dieng ausy storis gali biti jvertinamas ausy skylamusio svorio matavimais,
atlickamais po to, kai gyviinai humaniskai numarinami. Per didelj vietinj dirginima rodo > 3 edemos jvertis ir
(arba) > 25 % ausies storio padidéjimas bet kurig matavimo diena (26) (27). DidZiausia pagrindiniam LLNA: DA
tyrimui parenkama dozé yra antra pagal dydj dozé i§ atrankinio bandymo koncentracijy eilés (zr. 18 skirsnj),
nesukelianti sisteminio toksiskumo ir (arba) per didelio vietinio odos dirginimo.

1 lentelé

Eritemos jverciai

Pastebéjimas Ivertis
Eritemos néra 0
Labai nedidelé eritema (vos juntama) 1
Aigki eritema 2
Nuo vidutinés iki sunkios eritemos 3
Nuo sunkios eritemos (buroko raudonumo) iki $aso susidarymo, kuomet nebejmanoma jvertinti
eritemos sunkumo 4

23

24.

. Taikant LLNA metodg, dirgikliams nustatyti, be ausy storio padidéjimo 25 % (26) (27), naudojamas ir statistiskai

reik§mingas paveikty peliy ausy storio padidéjimas, palyginti su kontrolinémis pelemis (28) (29) (30) (31) (32)
(33) (34). Vis délto, nors statistiskai reik§mingas padidéjimas galimas ir ausies storiui esant maZesniam kaip 25 %,
tai néra siejama konkreciai su per dideliu dirginimu (30) (31) (32) (33) (34).

Sie klinikiniai pozymiai gali rodyti sisteminj toksiskuma (35), kai yra naudojami kaip integruoto jvertinimo dalis,
todel gali nurodyti didZiausig dozes lygi, skirtg pagrindiniam LLNA: DA: nervy sistemos funkcijos pokyciai (pvz.,
piloerekcija, ataksija, drebulys ir konvulsijos); elgsenos pokyciai (pvz., agresyvumas, prausimosi pokyciai, Zymus
aktyvumo lygio pokytis); kvépavimo bado pokyciai (t. y. kvépavimo daznio ir intensyvumo pokyciai, pvz.,
dusulys, ZiopCiojimas ir karkalai) ir édalo bei vandens vartojimo poky¢iai. Be to, vertinant turi biti atsizvelgiama
i letargijos ir (arba) nereagavimo poZymius ir bet kokius didesnio uz nedidelj ar trumpalaikj skausma ir kancia
klinikinius poZymius arba > 5 % kiino masés sumazéjimg nuo 1 iki 8 dienos, ir | mirtinguma. Gaistantys ar didelio
skausmo ir kancios poZymius rodantys gyviinai turi biiti humaniskai numarinti (36).

Pagrindinio bandymo eksperimentinis planas

25

. Eksperimentinis bandymo planas atrodo taip:

— 1 diena. Atskirai nustatoma ir uzraSoma kiekvieno gyviino masé ir bet kokie klinikiniai pastebéjimai. Ant
kiekvienos ausies iSorinés puseés Sepetéliu, suvilgytu 1 % natrio laurilo sulfato (SLS) vandeniniame tirpale, SLS
tirpalas uZtepamas keturiais penkiais potépiais padengiant visg pavirsiy. Pra¢jus vienai valandai po SLS
uztepimo, ant kiekvienos ausies i§orinés pusés uztepama 25 pl atitinkamai atskiesto bandomosios medziagos
tirpalo, vien tik nesiklio arba PC (lygiagrecios arba naujausios, remiantis laboratorijos politika pagal 11-15
skirsnius).

— 2, 3 ir 7 dienos. Pakartojamas pradinis paveikimas 1 % SLS vandeniniu tirpalu ir 1 dieng atlikta bandomosios
medzZiagos uZtepimo procedira.

— 4, 5 ir 6 dienos. Jokio veikimo.

— 8 diena. UzraSoma kiekvieno gyviino masé ir bet kokie klinikiniai pastebéjimai. Pragjus mazdaug 24-30
valandy po paveikimo 7 diena, gyviinai humaniskai numarinami. Kiekvienos pelés drenuojamieji ausy limf-
mazgiai i$pjaunami ir kiekvieno gyvino atskirai apdorojami fosfatiniame buferyje (PBS). Limfmazgiy identi-
fikavimo ir skrodimo aprasa bei schemas galima rasti (22) 3altinyje. Norint toliau stebéti vietinj odos atsaka
pagrindiniame tyrime, i tyrimo protokola gali bati jtraukti tokie papildomi parametrai kaip ausy eritemos
jverciai arba ausy storio matavimo rezultatai (gauti storio matuokliu arba ausy skylamusio svorio matavimais
atlickant nekroskopija).
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Lasteliy suspensijos ruosimas

26

. Limfmazgiy lasteliy (LNC), i3pjauty i§ kiekvienos pelés abiejy ausy, pavieniy lasteliy suspensija paruosiama limf-
mazgius sudedant tarp dviejy stikliniy objektiniy stikleliy ir lengvai paspaudziant, kad jie susitraiskyty. Isitikinus,
kad audinys pasklido plonu sluoksniu, stikleliai atskiriami. Audinys ant abiejy stikleliy pamerkiamas j PBS laikant
kiekvieng stiklelj kampu vir§ Petri 1ékstelés ir apiplaunant PBS, kartu nugramdant audinj nuo stiklelio lasteliy
grandikliu. Kadangi NC gyviny limfmazgiai mazi, svarbu dirbti atsargiai, kad baty iSvengta bet kokio dirbtinio
poveikio SI vertéms. Abiems stikleliams apiplauti turi biti naudojama 1 ml PBS. LNC suspensija Petri léksteléje turi
bati lengvai homogenizuota lgsteliy grandikliu. Po to 20 pl LNC suspensijos méginys paimamas mikropipete,
pasiriipinant nejtraukti akimi matomos membranos, ir sumaiSomas su 1,98 ml PBS, kad bity gautas 2 ml
méginys. Po to pagal tg pacig procediirg paruoSiamas antras 2 ml méginys, kad i§ kiekvieno gyviino buty paruosta
po du méginius.

Lasteliy proliferacijos nustatymas (ATP kiekio limfocituose matavimas)

27

. Padidéjes ATP kiekis limfmazgiuose iSmatuojamas liuciferinofliuciferazés metodu, naudojant ATM matavimo
rinkinj, kuriuo bioliuminescencija i$matuojama santykiniais liuminescencijos vienetais (angl. Relative Luminescence
Units, RLU) Tyrimo laikas po gyviino numarinimo, kada matuojamas ATP kiekis, kiekvieno gyviino atveju turi bati
vienodas (mazdaug 30 minuciy), kadangi laikoma, kad po gyviino Zities ATP kiekis palaipsniui mazéja (12). Taigi,
procediiry serija nuo ausy limfmazgiy ipjovimo iki ATP matavimo turi bati atlikta per 20 minuciy, laikantis
nustatyto plano, kuris kiekvienam gyviinui vienodas. ATP liuminescencija kiekviename 2 ml méginyje turi bati
matuojama taip, kad kiekvienam gyviinui baty gauti du matavimo rezultatai. Po to apskai¢iuojamas liuminescen-
cijos vidurkis, kuris naudojamas tolesniuose skaiciavimuose (Zr. 30 skirsnj).

STEBEJIMAI

Klinikiniai stebéjimai

28

. Kiekviena pelé kruop3ciai apzifirima bent kartg per dieng bet kokiems vietinio dirginimui uZtepimo vietoje arba
sisteminio toksiskumo klinikiniams poZymiams nustatyti. Visi pastebéjimai apie kiekvieng pele yra sistemingai
uzraSomi. | stebésenos planus turi bati jtraukti kriterijai, pagal kuriuos galima tuoj pat nustatyti peles, kurioms
pasireiské sisteminis toksiskumas, per didelis vietinis odos dirginimas arba odos ésdinimas, kad gyvinus biity
galima numarinti (36).

Kiino masé

29

RE
30

31.

32.

33.

. Kaip nurodyta 25 skirsnyje, atskirai kiekvieno gyviino masé i§matuojama bandymo pradzioje ir po numatyto
humanisko numarinimo.

ZULTATY APSKAICIAVIMAS

. Kiekvienos poveikio grupés rezultatai iSreiSkiami kaip vidutinis SI. SI gaunamas dalijant kiekvienos bandomosios
medziagos grupés viduting RLU/gyviinui verte ir PC grupés viduting RLU/gyvinui verte i3 tirpiklio/VC grupés
vidutinés RLU/gyvinui vertés. Taigi, VC vidutiné SI verté lygi 1.

Vertinant rezultatus, atsakas laikoma teigiamu, jei SI > 1,8 (10). Taciau, sprendziant, ar ribinis rezultatas (t. y. SI
verte yra nuo 1,8 iki 2,5) turi biiti paskelbtas teigiamu, galima atsizvelgti | dozés ir atsako sarySio stiprumg,
statistinj reik§mingumg ir tirpiklio/nesiklio bei PC atsaky nuoseklumag (2) (3) (37).

Kai gaunamas teigiamas ribinis atsakas (SI yra nuo 1,8 iki 2,5), tyréjai gali pageidauti jvertinti papildoma infor-
macija, pvz., dozés ir atsako sarysj, sisteminio toksiskumo arba per didelio sudirginimo poZymius ir, kai tinka,
statistinj reikSminguma kartu su SI vertémis, kad patvirtinty, jog tokie rezultatai i§ tiesy teigiami (10). Reikia
atsizvelgti ir | jvairias bandomosios medziagos savybes, jskaitant tai, ar jos struktira gimininga Zinomy oda
jautrinanciy medziagy struktdrai, ar ji sukelia per didelj peliy odos dirginima, ir pastebimo dozés ir atsako sarysio
tipa. Sie ir kiti aspektai yra iSsamiai aptarti kitur (4).

Surenkant duomenis apie kiekvieng pele galima statistiskai i§analizuoti dozés ir atsako sarysj tuose duomenyse ir
jo laipsnj. Atliekant bet kokj statistinj jvertinima, galima jtraukti dozés ir atsako sarySio vertinimg ir tinkamai
pakoreguotus bandymo grupiy palyginimus (pvz., suporuoty dozavimo grupiy palyginimus su lygiagre¢iomis
tirpiklio/VC). | statisting analiz¢ gali bati jtraukta, pvz., tiesiné regresija arba Viljamso tyrimas, skirtas dozés ir
atsako sarysio tendencijoms jvertinti, ir suporuoty rezultaty palyginimy Daneto tyrimas. Rinkdamasis tinkama
statistinés analizés metoda tyréjas turi turéti omenyje galimus variantiSkumy skirtingumus ir kitas susijusias
problemas, dél kuriy gali prireikti duomeny transformacijos ar neparametrinés statistinés analizés. Bet kuriuo
atveju tyrejui gali tekti atlikti SI skaiciavimus ir statisting analiz¢ su tam tikrai duomeny taskais (kartais vadinamais
Jriktais®) ir be jy.
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DUOMENYS IR ATASKAITY TEIKIMAS
Duomenys

34. Duomenys pateikiami lentelése, nurodant atskiry gyviiny RLU vertes, DPM/gyviinui grupés vidurkis, atitinkamas
paklaidos rodiklis (pvz., SD, SEM) ir kiekvienos dozés grupés vidutinis SI, palygintas su lygiagrecios tirpiklio |
nesiklio grupés rodikliu.

Bandymo ataskaita
35. Bandymo ataskaitoje pateikiama $i informacija:
Bandomoji ir kontroliné cheminés medziagos

— tapatumo duomenys (pvz., CAS numeris ir EC numeris, jei yra; Saltinis; grynumas; Zinomos priemaisos;
partijos numeris),

— fizikiné biisena ir fizikinés ir cheminés savybés (pvz., lakumas, stabilumas, tirpumas),

— jei tai miSinys — jo sudétis ir komponenty procentiné dalis.

Tirpiklis | nesiklis
— tapatumo duomenys (grynumas; koncentracija (jei tinka); naudojamas tiris),

— nesiklio pasirinkimo pagrindimas.

Bandomo gyviinai

— CBA peliy 3altinis,

— gyvuny mikrobiologiné bisena, jei Zinoma,
— gyvany skaicius ir amzius,

— gyvany Saltinis, laikymo salygos, pasaras ir t. t.

Bandymo salygos

— ATP rinkinio $altinis, partijos numeris ir gamintojo kokybés uztikrinimo | kokybés kontrolés duomenys,
— i3sami informacija apie bandomosios medziagos ruo$img ir uZtepima,

— dozés pasirinkimo pagrindimas (jskaitant atrankinio bandymo rezultatus, jei bandymas buvo daromas),
— naudotos nesiklio ir bandomosios medziagos koncentracijos vertés, suminis uzteptos medziagos kiekis,
— i8sami informacija apie pasaro ir vandens kokybe (jskaitant pasaro tipa ar Saltinj, vandens 3altinj),

— poveikio medziaga ir méginiy émimo tvarkarasciai,

— toksiskumo matavimo metodai,

— tyrimo rezultaty vertinimo kaip teigiami arba neigiami kriterijai,

— i8sami informacija apie bet kokius nukrypimus nuo protokolo ir paaiskinimas, kaip tas nukrypimas paveiks
tyrimo sistema ir rezultatus.

Patikimumo tikrinimas

— paskutinés patikimumo patikros rezultaty santrauka, jskaitant informacija apie medziaga, koncentracija ir
naudojama nesiklj,
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— bandymo laboratorijoje lygiagreciai ir (arba) anksciau sukaupti PC ir lygiagreciai gauti neigiamos (tirpiklio |
nesiklio) kontrolés duomenys,

— jei lygiagreti PC nebuvo naudojama, naujausio periodinio PC bandymo data ir laboratorijos ataskaita ir
ataskaita su laboratorijos anksciau sukauptais PC duomenimis, pagrindzianciais lygiagrec¢ios PC nenaudojima.

Rezultatai

— atskiry peliy masé dozés gavimo ir numatyto numarinimo dieng; taip pat kiekvienos poveikio grupés vidurkis
ir atitinkamas paklaidos rodiklis (pvz., SD, SEM),

— toksinio poveikio atsiradimo laikas ir poZymiai, jskaitant kiekvieno gyviino odos dirginima medziagos uZte-
pimo vietoje, jei yra,

— kiekvieno gyvino numarinimo ir ATP matavimo laikas,

— kiekvienos poveikio grupés atskiros pelés RLU ir SI verciy lentelés,

— kiekvienos poveikio grupés RLU/pelei vidurkis ir atitinkamas paklaidos rodiklis (pvz., SD, SEM) ir kiekvienos
poveikio grupés rikty analizés rezultatai,

— apskai¢iuotas SI ir atitinkamas variantiSkumo matas, kuriuo atsizvelgiama i atskiry gyviiny rezultaty varian-
tiskumg tiek bandomosios medziagos, tiek kontrolinéje grupése,

— dozés ir atsako sarysis,

— statistiné analiz¢, jei tinka.

Rezultaty aptarimas

— trumpas rezultaty, dozés ir atsako sarySio analizés ir statistinés analizés, jei tinka, paaiskinimas, padarant
ivada, ar bandomoji medziaga turi bati laikoma odos jautrikliu.
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1 priedélis

APIBREZTYS

Tikslumas — bandymo metodo rezultaty ir patvirtinty pamatiniy verciy artumas. Tikslumas yra bandymo metodo
naudojimo charakteristiky matas ir vienas i§ tinkamumo aspekty. Terminas daznai vartojamas kaip lygiavertis terminui
,sutapimas® ir reiskia tinkamy bandymo metodo rezultaty dalj (38).

Palyginamoji medZiaga — jautrinanti arba nejautrinanti medziaga, naudojama kaip bandomosios medziagos palyginimo
standartas. Palyginamoji medziaga turi pasizyméti tokiomis savybémis: i) pastoviu (<ais) ir patikimu (-ais) Saltiniu
(ais), ii) struktfriniu ir funkciniu panasumu j bandomy medziagy klase, iii) Zinomomis fizikinémis ir cheminémis
charakteristikomis, iv) patvirtinanciais duomenimis apie Zinomus poveikius ir v) Zinomu potencialu norimy atsaky
intervale.

Klaidingai neigiamas rezultatas — bandymo metodu bandomoji medziaga neteisingai jvertinta kaip neigiama arba neak-
tyvi, nors i tiesy yra teigiama arba aktyvi.
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Klaidingai teigiamas rezultatas — bandymu bandomoji medZziaga neteisingai jvertinta kaip teigiama arba aktyvi, nors i3
tiesy yra neigiama arba neaktyvi.

Pavojus — neigiamo poveikio sveikatai arba ekologijai galimybé. Neigiamas poveikis pasireiskia tik tada, jei veikimas
medziaga yra pakankamo lygio.

Atkuriamumas tarp laboratorijy — laipsnio, kuriuo skirtingos kvalifikuotos laboratorijos, taikydamos tg patj protokolg ir
bandancios tas pacias bandomagsias medziagas, gali gauti kokybiskai ir kiekybiskai panasius rezultatus, matas. Atku-
riamumas tarp laboratorijy nustatomas atliekant pradinio tinkamumo patvirtinimo ir tinkamumo pavirtinimo procesus
ir rodo laipsnj, kuriuo bandyma galima s¢kmingai perkelti tarp laboratorijy; tai dar vadinama tarplaboratoriniu
atkuriamumu (38).

Atkuriamumas laboratorijoje — laipsnio, kuriuo kvalifikuoti darbuotojai toje pacioje laboratorijoje gali sékmingai atkartoti
rezultatus, taikydami konkrety protokola skirtingu metu, matas. Dar vadinamas laboratoriniu atkuriamumu (38).

Riktas — pastebéjimas, kad verté labai skiriasi nuo kity atsitiktinio populiacijos éminio verciy.

Kokybés uztikrinimas — valdymo procesas, per kurj asmenys, nepriklausomi nuo atliekanciyjy bandymus, jvertina, kaip
laboratorija laikosi bandymo standarty, reikalavimy ir uzrasy saugojimo procediiry bei duomeny perdavimo tikslumo.

Patikimumas — juo jvertinamas laipsnis, kuriuo bandymo metodas gali bati ilgainiui atkartojamai atlickamas vienoje ir
skirtingose laboratorijose, taikant ta patj protokola. Jis jvertinamas skaiCiuojant atkuriamuma laboratorijoje ir tarp
laboratorijy (38).

Odos jautrinimas — imunologinis procesas, vykstantis paveiky individg iSoriskai paveikus cheminiu alergenu, kuris
sukelia odos imuninj atsaka, dél kurio gali atsirasti kontaktinis jautrinimas.

Dirginimo rodiklis (angl. SI) — verté, apskaiciuojama bandomosios medziagos jautrinimo potencialui jvertinti — tai yra
paveikty grupiy proliferacijos sarysio su lygiagrecios nesiklio kontrolinés grupés proliferacija koeficientas.

Bandomoji medziaga (dar vadinama bandomgja chemine medzZiaga) — bet kuri medziaga ar misinys, bandomi taikant §j
bandymy metoda.

B.51. ODOS JAUTRINIMAS. VIETINIO LIMFMAZGIO BANDYMAS. BrdU-ELISA
IVADAS

1. OECD Cheminiy medziagy bandymo gairés ir ES bandymy metodai periodiSkai persvarstomi atsizvelgiant j
mokslo pazanga, kintancias reguliavimo reikmes ir gyviiny gerovés sumetimais. Pirmasis bandymy metodas
(BM) (B.42) peliy odos jautrinimui nustatyti — vietinio limfmazgio bandymas (LLNA; OECD bandymy metodika
429; sio priedo B.42 skyrius) buvo persvarstytas (1) Saltinis ir Sio priedo B.42 skyrius). LLNA tinkamumo
patvirtinimas ir susijusiy darby apzvalga paskelbta (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) Saltiniuose. Pagal LLNA limfocity
proliferacijai matuoti naudojamas radioizotopinis timidinas arba jodas ir todél tyrimas yra riboto naudojimo,
kadangi sunku isigyti, naudoti ar pasalinti radioaktyvias medziagas. LLNA: BrdU-ELISA [imunofermentiné analiz¢]
yra neradioaktyvaus pobudzio LLNA modifikacija, kurioje limfocity proliferacijai matuoti naudojamos neradioak-
tyvus 5-brom-2-deoksiuridinas (BrdU) (Cheminiy medZiagy santrumpy tarnybos [CAS] Nr.59-14-3) ELISA
tyrimo sistemoje. LLNA: BrdU-ELISA tinkamuma patvirtino, apsvarsté ir rekomenduoja tarptautiné nepriklausoma
moksliné tarpusavio vertinimo komisija; jis laikomas naudingu su tam tikrais apribojimais identifikuojant oda
jautrinanéias ir nejautrinanéias chemines medziagas (10) (11) (12). Sis BM yra parengtas cheminiy medziagy
(medziagy ir miSiniy) sukeliamam gyviiny odos jautrinimo potencialui jvertinti. Pagal io priedo B.6 skyriy ir
OECD bandymy metodika 406 naudojami bandymai su jiros kiaulytémis, pirmiausia maksimizacijos ir Buchlerio
bandymas su jiros kiaulytémis (13). LLNA (Sio priedo B.42 skyrius; OECD bandymy metodika 429) ir dvi
neradioaktyvaus pobudzio modifikacijos, LLNA: BrdU-ELISA (Sio priedo B.51 skyrius; OECD bandymy metodika
442 B) ir LLNA: DA (Sio priedo B.50 skyrius; OECD bandymy metodika 442 A), yra pranaSesnés uz bandymus su
juros kiaulytémis pagal B.6 and OECD bandymy metodika 406 (13) tuo, kad sumazinamas ir patobulinamas
gyviny naudojimas.
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Panasiai, kaip LLNA, LLNA: BrdU-ELISA metodu tiriamas odos jautrinimo indukcinis etapas ir gaunami kiekybiniai
duomenys, tinkami dozés ir atsako sarysiui jvertinti. Be to, galimybé aptikti odos jautriklius nenaudojant DNR
Zyméjimo izotopy, panaikina galimybe darbuotojams biiti apsvitintiems dirbant ir atliecky pasalinimo sunkumus.
Dél to savo ruoztu galima naudoti daugiau peliy odos jautrikliams aptikti, todél galima dar sumazinti jaros
kiauly¢iy naudojima odos jautrinimo potencialui i$bandyti (t. y. B.6; OECD bandymy metodika 406) (13).

APIBREZTYS

3.

Vartojamos apibréZtys pateiktos 1 priedélyje.

PRADINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

4,

LLNA: BrdU-ELISA yra modifikuotas LLNA metodas galimai odg jautrinan¢ioms cheminéms medziagoms identi-
fikuoti su tam tikrais apribojimais. Nereikia manyti, kad visais atvejais vietoj LLNA arba bandymo su jury
kiaulytémis (t. y. B.6; OECD bandymy metodika 406) (13), reikia taikyti LLNA: BrdU-ELISA bandyma; tai labiau
reiSkia, kad Sis bandymas yra lygiavertis ir gali bati taikomas kaip pakaitinis metodas, pagal kurj teigiamy ir
neigiamy rezultaty paprastai nebereikia papildomai patvirtinti (10) (11). Prie§ atlikdama tyrima, bandymy labo-
ratorija turi apsvarstyti visa turima informacija apie bandomajg medziagg. Tokia informacija apima medziagos
tapatumg ir cheming struktiirg, jos fizikines ir chemines savybes, visy kity bandomosios medziagos in vitro arba in
vivo toksiskumo bandymy rezultatus ir giminingos struktiiros medziagy toksikologinius duomenis. Si informacija
turi bati apsvarstyta, siekiant nustatyti, ar LLNA: BrdU-ELISA tinka bandomajai medZiagai (atsizvelgiant j tam tikry
medziagy tipy nesuderinamumg su LLNA: BrdU-ELISA (Zr. 5 skirsnj)), ir parinkti tinkama doze.

LLNA: BrdU-ELISA yra in vivo metodas, todél jautrinan¢iam poveikiui dél alerginio salycio jvertinti naudojami
gyviinai. Taciau jis turi galimybe sumazinti gyviny naudojima Siam tikslui, palyginti su bandymais su jaros
kiaulytémis (B.6; OECD bandymy metodika 406) (13). Be to, LLNA: BrdU-ELISA i§ esmés pagerina biidg, kuriuo
gyviinai naudojami jautrinimui dél alerginio salycio bandyti, kadangi, skirtingai nei B.6 and OECD bandymy
metodika 406, taikant LLNA: BrdU-ELISA nereikia sukelti ypa¢ didelio odos jautrumo reakcijy. Be to, taikant
LLNA: BrdU-ELISA nereikia naudoti adjuvanty, kurie reikalingi darant maksimizacijos bandyma su jiry kiauly-
témis (Sio priedo B.6 skyrius, 13). Taigi, LLNA: BrdU-ELISA sumazina gyviny kancias. Nepaisant LLNA: BrdU-
ELISA pranaSumy pries B.6 ir OECD bandymy metodikg 406 (13), yra tam tikry apribojimy, dél kuriy gali tekti
taikyti B.6 ir OECD bandymy metodika 406 (pvz., tiriant kai kuriuos metalus, klaidingi teigiami rezultatai tiriant
tam tikrus odos dirgiklius [pvz., kai kurias pavirSinio aktyvumo tipo chemines medziagas] (6) (1 ir $io priedo B.42
skyrius), bandomosios medziagos tirpumas). Be to, dél cheminiy klasiy arba medziagy, kuriose yra funkciniy
grupiy, veikian¢iy kaip galimos klaidinanciosios medziagos (15), gali tekti atlikti bandymus su jiry kiaulytemis (t.
y. B.6; OECD bandymy metodika 406 (13)). Nustatytus LLNA apribojimus (1 ir Sio priedo B.42 skyrius) reko-
menduojama taikyti ir LLNA: BrdU-ELISA (10). I$skyrus tokius nustatytus apribojimus. LLNA: BrdU-ELISA turi
bati tinkamas bandant bet kurias chemines medziagas, nebent tos medziagos turi tokiy savybiy, kurios kenkty
LLNA: BrdU-ELISA tikslumui. Be to, reikia i$nagrinéti ribiniy teigiamy rezultaty galimybe, kai dirginimo rodiklio
(SI) vertés gaunamos nuo 1,6 iki 1,9 (zr. 31, 32 skirsnius). Tai grindziama 43 medziagy tinkamumo patvirtinimo
duomeny baze, taikant SI > 1,6 (zr. 6 skirsnj), kurioje LLNA: BrdU-ELISA teisingai identifikavo visus 32 LLNA
jautriklius, bet neteisingai identifikavo du i§ 11 LLNA nejautrikliy, kuriy SI vertés nuo 1,6 iki 1,9 (t. y. ribinis
teigiamas rezultatas) (10). Taciau, kadangi tas pats duomeny rinkinys buvo naudojamas SI vertéms nustatyti ir
tyrimo prognozinéms savybéms apskai¢iuoti, pateikti rezultatai gali pervertinti tikrgsias prognozines savybes.

BANDYMO METODO PRINCIPAS

6.

Pagrindinis principas, kuriuo pagristas LLNA: BrdU-ELISA metodas, yra jautrinanciyjy medziagy sukelta pirminé
limfocity proliferacija cheminés medziagos poveikio vieta drenuojanciame limfmazgyje. Si proliferacija yra propor-
cinga naudojamai dozei ir alergeno gebai jautrinti, taigi tai yra paprastas biidas objektyviai ir kiekybiskai ismatuoti
jautrinimg. Proliferacija jvertinama palyginant viduting proliferacija bandymo grupése ir nesiklj gavusiose kontro-
linése grupése (VC). Nustatomas vidutinés proliferacijos paveiktose grupése ir kontrolinése VC grupése santykis,
vadinamas SI, kuris turi bati > 1,6, kad bandomoji medziaga galéty bati toliau vertinama kaip galinti oda
dirginanti medziaga. Cia aprasytos procediiros yra pagristos BrdU kiekio matavimu padidéjusiam proliferuojanciy
lasteliy skaiciui nustatyti drenuojanciuose ausy limfmazgiuose. BrdU yra analogiskas timidinui ir panasiai jsiterpia j
proliferuojanciy lasteliy DNR. BrdU jterpimas matuojamas ELISA metodu, pagal kurj naudojamas BrdU specifinis
antikiinas, kuris dar pazymimas peroksidaze. Kai pridedama medziagos, peroksidazé sureaguoja su substratu ir
susidaro spalvotas produktas, kuris kiekybiskai jvertinamas pagal konkrety sugerties laipsnj mikrotitravimo ploks-
teliy skaitytuvu.
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BANDYMO METODO APRASYMAS

Gyviiny rasiy parinkimas

7.

Siam bandymui pasirinkta gyviiny riisis — pelés. LLNA: BrdU-ELISA tinkamumo patvirtinimo tyrimai buvo atlikti
iSimtinai su CBA[JN veisle, kuri dél to laikoma tinkamiausia veisle (10) (12). Naudojamos suaugusios CBA/Ca arba
CBA][] veisles peliy patelés, kurios yra neturéjusios vados ir neapvaisintos. Pradedant bandyma, gyviiny amzius turi
bati 8-12 savaiCiy, o gyviiny masés skirtumas turi bati kiek jmanoma mazesnis ir nevirsyti 20 % vidutinés masés
Galima naudoti kitas veisles ir patinus, jei yra gauta pakankamai duomeny, kurie rodyty, kad néra esminiy veislei
ir (arba) lyciai budingy atsako j LLNA: BrdU-ELISA skirtumy

Laikymo ir $érimo salygos

8.

Pelés turi bati laikomos grupémis (16), nebent pateikiamas pakankamas loginis pagrindas, kodél peles reikia laikyti
atskirai. Patalpos, kurioje laikomi bandomieji gyviinai, temperatiira turi bati 22 + 3 °C. Nors santykiné oro drégmeé
turi biiti ne mazesné kaip 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %, iSskyrus patalpos plovimo laika, reikia
uztikrinti 50-60 %. ApSvietimas turi bati dirbtinis, taikant 12 val. §viesos ir 12 val. tamsos ciklg. Gyviinams Serti
tinka jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras, neribojant geriamo vandens kickio.

Gyviiny ruoSimas

9.

Gyvinai pasirenkami atsitiktinai, Zenklinami, kad biity jmanoma kiekvieng identifikuoti (taciau netaikomas joks
ausy Zenklinimas), ir laikomi narveliuose maziausiai 5 paras prie§ pradedant taikyti dozes, kad galéty priprasti prie
laboratorijos salygy. Prie§ veikimo medziaga pradzig visi gyviinai apZitirimi, ar neturi pastebimy odos pazeidimy.

Dozavimo tirpaly paruoSimas

10

. Prie§ uztepant ant peliy ausy, kietosios cheminés medziagos istirpinamos arba paskleidziamos tirpikliuose/nesik-
livose ir, jei reikia, atskiedziamos. Skystos cheminés medziagos gali biiti uztepamos grynos arba atskiestos.
Netirpios cheminés medziagos, pvz., tos, kuriy paprastai pasitaiko medicinos jrangoje, prie§ uztepant ant peliy
ausy, padidintosios ekstrakcijos budu isskiriamos atitinkamame tirpiklyje, kad baty gautos visos galimos isskirti
sudedamosios dalys. Bandomosios medziagos paruosiamos kasdien, nebent stabilumo duomenys rodo, kad jas
galima laikyti ilgesnj laika.

Patikimumo tikrinimas

11

12.

13.

. Teigiamo poveikio kontrolinés cheminés medziagos (angl. positive control chemicals, PC) naudojamos siekiant
parodyti tyrimo tinkamumg joms reaguojant pakankamu ir atkartojamu jautrumu kaip jautrinanc¢ioms bandomo-
sioms medziagoms, kuriy atsako dydis gerai apibiidintas. Naudoti lygiagrecias PC rekomenduojama todél, kad jos
parodo laboratorijos kompetencijg sékmingai atlikti bandyma per kiekviena tyrima ir jvertinti atkuriamuma ir
palyginamumg laboratorijoje ir tarp laboratorijy. Kiekvieno tyrimo metu naudoti PC reikalauja ir kai kurios
reguliavimo institucijos, todél naudotojai raginami pasikonsultuoti su atitinkamomis institucijomis pries vykdy-
dami LLNA: BrdU-ELISA. Taigi, skatinama jprastai naudoti lygiagrecig PC, kad bity i§vengta papildomy bandymy
su gyvunais, reikalingy laikytis reikalavimy, kuris gali kilti PC naudojant tik periodiskai (zr. 12 skirsnj). PC turi
sukelti teigiamg LLNA: BrdU-ELISA atsaka esant tokiam poveikio lygiui, kuris numatytas padidinti SI > 1,6,
palyginti su neigiamo poveikio kontrolinés medziagos (NC) grupe. PC dozé turi biiti parenkama taip, kad
nesukelty per didelio odos sudirginimo ar sisteminio toksiskumo, o atsako sukélimas bty atkuriamas, bet ne
per didelis (pvz., SI > 14 biity laikomas per dideliu). Tinkamiausia PC yra 25 % heksilcinamono aldehidas (CAS
Nr. 101-86-0) ir 25 % eugenolis (CAS Nr. 97-53-0,) acetone: alyvy aliejuje (4:1, tirio dalys). Gali pasitaikyti
aplinkybiy, kai, pateikus pakankamai jrodymy, galima naudoti kitas PC, atitinkancias pirmiau nurodytus kriterijus.

Nors naudoti lygiagrecig PC grupe rekomenduojama, gali bati situacijy, kuriomis gali pakakti periodiniy bandymy
naudojant PC (t. y. < 6 ménesiy intervalais), jei tai laboratorijos, kurios reguliariai atlieka LLNA: BrdU-ELISA (t. y.
atlicka LLNA: BrdU-ELISA ne reciau kaip karta per ménesj) ir turi jsteigusios anks¢iau sukaupty PC duomeny baze,
kuri rodo laboratorijos gebéjimag gauti atkuriamus ir tikslius rezultatus su PC. Pakankamas profesionalumas
atlickant LLNA: BrdU-ELISA tyrimus gali biti sékmingai jrodomas pastoviai gaunant teigiamus rezultatus naudo-
jant PC ne maziau kaip 10-yje nepriklausomy bandymuy, atlikty per pagrista laikotarpj (t. y. trumpesnj kaip vieneri
metai).

Lygiagreti PC visada turi bati naudojama, jei yra procediriniy LLNA: BrdU-ELISA pakeitimy (pvz., pasikeité
parengti darbuotojai, pakeistos bandymo metodo medziagos ir (arba) reagentai, pakeista bandymo metodo jranga,
pakeistas bandomuyjy gyviny tiekéjas), o tokie pakeitimai turi bati uzregistruoti laboratorijos ataskaitose. Turi biiti
apsvarstytas tokiy pasikeitimy poveikis anksciau sukaupty duomeny bazés tinkamumui, vertinant batinybe sukurti
naujg anksciau sukaupty duomeny baze, skirta PC rezultaty nuoseklumui dokumentuoti.
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14. Tyréjai turi suprasti, kad sprendimas vykdyti PC tyrimg periodiskai, o ne nuolat, turi padariniy neigiamy tyrimy

15.

16.

rezultaty, gauty be lygiagrecios PC naudojimo, laikotarpiu tarp kiekvieno periodinio PC tyrimo, tinkamumui ir
priimtinumui. Pvz., jei, atliekant periodinj PC tyrima, gaunamas klaidingas neigiamas rezultatas, gali buti kvestio-
nuojami neigiami bandomosios medziagos rezultatai, gauti laikotarpiu nuo paskutinio priimtino periodinio PC
tyrimo iki nepriimtino periodinio PC tyrimo. Siy rezultaty padariniai turi biiti stropiai jvertinti sprendziant, ar
nuolat vykdyti lygiagrecius, ar tik periodinius PC tyrimus. Taip pat reikia apsvarstyti galimybe lygiagrecios PC
grupés tyrimams naudoti maziau gyviiny, jei tai moksliskai pateisinama ir jei laboratorija savo anksciau sukauptais
duomenimis jrodo, kad galima naudoti maziau peliy (17).

Nors PC turi bati bandoma nesiklyje, kuris Zinomai sukelia pastovy atsaka (pvz., acetono ir alyvy aliejaus miSinyje;
4:1, tario dalys), gali bati tam tikry reguliavimo situacijy, kai gali prireikti iStirti ir nestandartinj nesiklj (kliniskai/
chemiskai susijusj preparata) (18). Jei lygiagreti PC bandoma kitokiame nesiklyje nei bandomoji medziaga, turi bati
naudojama atskira VC, skirta lygiagreciai PC.

Tais atvejais, kai vertinamos tam tikrai cheminei klasei ar atsaky sriciai priklausancios bandomosios medziagos,
gali bati naudojamos ir palyginamosios medziagos, kad bity parodyta, jog bandymo metodas tinkamai veikia
nustatant $iy bandomyjy medziagy odos jautrinimo potencialg. Atitinkamos palyginamosios medziagos turi
pasizyméti Siomis savybémis:

— struktdriniu ir funkciniu panaSumu j bandomosios cheminés medziagos klase,

— Zinomomis fizinémis ir cheminémis charakteristikomis,

— apie jas turi bti patvirtinan¢iy duomeny, gauty LLNA: BrdU-ELISA tyrimais,

— apie jas turi bati patvirtinan¢iy duomeny, gauty kity gyviny modeliais ir (arba) i§ Zmoniy.

BANDYMO EIGA

Gyviiny skai¢ius ir doziy dydis

17

18.

19.

20.

. Vienai dozés grupei naudojami ne maziau kaip keturi gyvinai, naudojant ne maziau kaip tris bandomosios
cheminés medziagos koncentracijas ir vieng lygiagre¢ia NC grupe, paveikiamg tik bandomosios medziagos nesik-
liu, ir PC grupe (lygiagrecia arba naujausia, remiantis laboratorijos politika pagal 11-15 skirsnius). Reikia apsvars-
tyti poreikj isbandyti keleta PC doziy, ypa¢ bandant PC periodiskai. Iskyrus neveikimg bandomaja medziaga,

Dozé ir nesiklis parenkami laikantis 2 ir 19 Saltiniuose pateikiamy rekomendacijy. Paeilinés dozés paprastai
parenkamos i§ atitinkamos koncentracijos veréiy eilés, pvz., 100 %, 50 %, 25 %, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5%
ir t. t. Taikomai koncentracijos verciy eilei turi bati skirtas tinkamas loginis pagrindas. Reikia atsizvelgti | visg
turimg toksikologing informacija (pvz., apie tminj toksiskumg ir odos dirginima) ir struktiring bei fizikiniy ir
cheminiy savybiy informacija apie dominancia bandomaja cheming medziaga (ir (arba) struktiriskai panasias
medziagas), kad trys i§ eilés taikomos koncentracijos vertés biity parinktos taip, kad didziausios koncentracijos
poveikis baty kuo didesnis, bet i§vengta sisteminio toksiskumo ir (arba) per didelio vietinio odos dirginimo (19)
(20 ir io priedo B.4 skyrius). Jei tokios informacijos neturima, gali prireikti pradinio atrankinio bandymo (Zr.
21-24 skirsnius).

Nesiklis neturi kenkti ar iSkraipyti bandymo rezultato ir turi biti parinktas taip, kad biity kuo geresnis tirpumas,
siekiant gauti didZiausig jmanomga koncentracija gaminant tirpala/suspensija, tinkamg bandomajai medziagai
uztepti. Rekomenduojami nesikliai yra acetono ir alyvy aliejaus miSinys (4:1, tario dalys), N,N-dimetilformamidas,
metiletilketonas, propilenglikolis ir dimetilsulfoksidas (6), taciau galima naudoti kitus nesiklius, jei pateikiamas
tinkamas loginis pagrindas. Tam tikrais atvejais papildomai kontrolei gali tekti naudoti Klinikiniu pozZitiriu atitin-
kantj tirpiklj arba komercinj preparata, turintj bandomosios medziagos. Reikia ypac¢ stengtis uZtikrinti, kad
nesiklyje baty hidrofiliniy bandomyjy medziagy, kurios drékinty oda ir i§ karto nenutekeéty, jdedant soliubiliza-
vimo priemoniy (pvz., 1 % ,Pluronic® L92“). Taigi reikia vengti naudoti grynai vandeninius nesiklius.

Apdorojant atskiry peliy limfmazgius galima jvertinti nepastovuma tarp gyviiny ir statistiskai palyginti skirtumus
tarp bandomosios medziagos ir VC grupés matavimo rezultaty (zr. 33 skirsnj). Be to, tik tada, kai surenkami
atskiry gyviiny duomenys, realu jvertinti galimybe sumazinti peliy skai¢iy PC grupéje (17). Negana to, kai kurios
reguliavimo institucijos reikalauja gauti atskirty gyviiny duomenis. Reguliarus atskiry gyviny duomeny rinkimas
turi ripinimosi gyviny gerove privalumy, nes i$vengiama dvigubo bandymo, kurio reikéty, jei bandomosios
medziagos rezultatus, i§ pradziy gautus kitu bidu (pvz., i§ jungtiniy gyviiny duomeny), véliau vertinty reguliavimo
institucijos, kurios vadovaujasi kitais reikalavimais (pvz., atskiry gyviny duomenimis).
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Atrankinis bandymas

21

22.

. Jei neturima informacijos, skirtos didZiausiai bandomai dozei nustatyti (Zr. 18 skirsnj), reikia atlikti atrankinj

bandymga, kad bity nustatytas tinkamas dozés lygis pagal LLNA: BrdU-ELISA metodg. Atrankinio bandymo tikslas
— nustatyti gaires didZiausiam pagrindinio LLNA: BrdU-ELISA tyrimo dozés lygiui parinkti, kai neturima infor-
macijos apie koncentracijg, kuri sukelia sisteminj toksiskumg (zr. 24 skirsnj) ir (arba) per didelé vietinj odos
dirginimg (zr. 23 skirsnj). DidZiausias bandomas dozés lygis turi bati 100 % bandomosios medziagos koncent-
racija, jei tai skysciai, arba didZiausia jmanoma koncentracija, jei tai kietosios medZziagos ar suspensijos.

Atrankinis bandymas atlickamas tokiomis paciomis salygomis kaip ir pagrindinis LLNA: BrdU-ELISA tyrimas,
isskyrus tai, kad nevertinama limfmazgiy proliferacija ir galima tirti maziau gyviiny kiekvienoje dozés grupéje.
Sitloma naudoti vieng arba du gyviinus vienai dozés grupei. Visos pelés kasdien stebimos, ar poveikio vietoje
nepasireiskia sisteminio toksiskumo ar vietinio dirginimo klinikiniai poZymiai. K@ino masé¢ uzraSoma prie§
bandymg ir prie§ ji pabaigiant (6 diena). Abi kiekvienos pelés ausys stebimos, ar néra eritemos ir jvertinama
pagal 1 lentele (20 ir Sio priedo B.4 skyrius). 1 dieng (pries dozg), 3 dieng (pra¢jus mazdaug 48 val. po pirmosios
dozés) ir 6 dieng stormaciu (pvz., skaitmeniniu mikrometru arba ciferblatiniu storio matuokliu) atliekami ausy
storio matavimai. Be to, 6 dieng ausy storis gali bati jvertinamas ausy skylamusio svorio matavimais, atliekamais
po to, kai gyviinai humaniSkai numarinami. Per didelj vietinj dirginimg rodo > 3 edemos jvertis ir (arba) > 25 %
ausies storio padidéjimas bet kurig matavimo dieng (21) (22). DidZziausia pagrindiniam LLNA: BrdU-ELISA tyrimui
parenkama dozé yra antra pagal dydj dozé i§ atrankinio bandymo koncentracijy eilés (Zr. 18 skirsni), nesukelianti
sisteminio toksiskumo ir (arba) per didelio vietinio odos dirginimo.

1 lentelé

Eritemos jverciai

Pastebéjimas Ivertis

Eritemos néra 0

Labai nedidelé eritema (vos juntama) 1

AiSki eritema 2

Nuo vidutinés iki sunkios eritemos 3

Nuo sunkios eritemos (buroko raudonumo) iki $aso susidarymo, kuomet nebejmanoma jvertinti 4

eritemos sunkumo

23. Taikant LLNA metoda, dirgikliams nustatyti, be ausy storio padidéjimo 25 % (21) (22), naudojamas ir statistiskai

24.

reik§mingas paveikty peliy ausy storio padidé¢jimas, palyginti su kontrolinémis pelémis (22) (23) (24) (25) (26)
(27) (28). Vis délto, nors statistiskai reik$mingas padidéjimas galimas ir ausies storiui esant maZesniam kaip 25 %,
tai néra siejama konkreciai su per dideliu dirginimu (25) (26) (27) (28) (29).

Sie klinikiniai pozymiai gali rodyti sisteminj toksiskumg (30), kai yra naudojami kaip integruoto jvertinimo dalis,
todel gali nurodyti didziausia dozés lygi, skirta pagrindiniam LLNA: BrdU-ELISA: nervy sistemos funkcijos poky-
Ciai (pvz., piloerekcija, ataksija, drebulys ir konvulsijos); elgsenos poky¢iai (pvz., agresyvumas, prausimosi poky¢iai,
zymus aktyvumo lygio pokytis); kvépavimo bado poky¢iai (t. y. kvépavimo daznio ir intensyvumo poky¢iai, pvz.,
dusulys, ziop¢iojimas ir karkalai) ir édalo bei vandens vartojimo poky¢iai. Be to, vertinant turi bati atsizvelgiama |
letargijos ir (arba) nereagavimo pozymius ir bet kokius didesnio uz nedidelj ar trumpalaikj skausmg ir kancia
klinikinius poZymius arba > 5 % kiino masés sumaz¢jimg nuo 1 iki 6 dienos, ir | mirtinguma. Gaistantys ar didelio
skausmo ir kancios poZymius rodantys gyviinai turi biiti humaniskai numarinti (31).

Pagrindinio bandymo eksperimentinis planas

25.

Eksperimentinis bandymo planas atrodo taip:

— 1 diena. Atskirai nustatoma ir uZraSoma kiekvieno gyviino masé ir bet kokie klinikiniai pastebéjimai. Ant
kiekvienos ausies iSorinés pusés uztepama 25 pl atitinkamai atskiesto bandomosios medziagos tirpalo, vien
tik nesiklio arba PC (lygiagrecios arba naujausios, remiantis laboratorijos politika pagal 11-15 skirsnius).

— 2 ir 3 dienos. Pakartojama 1 dieng daryta procedira.
— 4 diena. Jokio veikimo.

— 5 diena. Intraoeritonealiai suleidziama 0,5 ml (5 mg/pelei) BrdU (10 mg/ml) tirpalo.
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— 6 diena. Uzrasoma kiekvieno gyviino masé ir bet kokie klinikiniai pasteb¢jimai. Praéjus mazdaug 24 valan-
doms (24 h) po BrdU injekcijos gyviinai humaniskai numarinami. Kiekvienos pelés drenuojamieji ausy
limfmazgiai i$pjaunami ir kiekvieno gyvino atskirai apdorojami fosfatiniame buferyje (PBS). Limfmazgiy
identifikavimo ir skrodimo aprasa bei schemas galima rasti (17) 3altinyje. Norint toliau stebéti vieting odos
atsaka pagrindiniame tyrime, j tyrimo protokola gali bati jtraukti tokie papildomi parametrai kaip ausy
eritemos jverciai arba ausy storio matavimo rezultatai (gauti storio matuokliu arba ausy skylamusio svorio
matavimais atliekant nekroskopija).

Lasteliy suspensijos ruosimas

26. Limfmazgiy lasteliy (LNC), i$pjauty i§ kiekvienos pelés abiejy ausy, pavieniy lasteliy suspensija paruosiama $velniai
mechaniskai susmulkinant pro 200 pm neridijancio plieno tinklelj ar kitu priimtinu pavieniy lasteliy suspensijos
sudarymo metodu (pvz., panaudojant vienkartinj plastikinj grstuva limfmazgiams sutraiskyti ir prakosiant pro
#70 nailoninj sietg). LNS suspensijos paruosimo procediira $iame tyrime labai svarbi, todél kiekvienas operatorius
turi i§ anksto igyti jos jgudziy. Kadangi NC gyviiny limfmazgiai mazi, svarbu dirbti atsargiai, kad bty i§vengta bet
kokio dirbtinio poveikio SI vertéms. Kiekvienu atveju LNC suspensijos tikslinis tris turi bati pakoreguotas iki
nustatyto optimizuoto tirio (mazdaug 15 ml). Optimizuotas tiiris nustatomas taip, kad baty pasiekta 0,1-0,2
vidutine NC grupés sugertis.

Lasteliy proliferacijos nustatymas (BrdU kiekio limfocity DNR matavimas)

27. BrdU matuojamas ELISA metodu, naudojant komercinj rinkinj (pvz., ,Roche Applied Science®, Mannheim, Vokie-
tija, katalogo Nr. 11 647 229 001). Netrukus, 100 pl LNC suspensijos jladinama | tris ploks¢iadugnés mikrop-
lokstelés sulinélius. Po LNC fiksacijos ir denatiiracijos i kiekvieng Sulinélj jdedama antiBrdU antikiiny ir leidziama
sureaguoti. Po to antiBrdU antikiinai pasalinami i$plaunant, pridedama substrato tirpalo ir leidZziama sudaryti
chromogeng. Tada i§matuojama sugertis esant 370 nm, naudojant standartinj 492 nm bangy ilgj. Visais atvejais
tyrimo salygos turi bati optimizuotos (Zr. 26 skirsnij).

STEBEJIMAI

Klinikiniai stebéjimai

28. Kiekviena pelé kruopsciai apzifirima bent kartg per dieng bet kokiems vietinio dirginimui uZtepimo vietoje arba
sisteminio toksiskumo klinikiniams poZymiams nustatyti. Visi pastebéjimai apie kiekvieng pele yra sistemingai
uzraomi. | stebésenos planus turi bati jtraukti kriterijai, pagal kuriuos galima tuoj pat nustatyti peles, kurioms

pasireiské sisteminis toksiskumas, per didelis vietinis odos dirginimas arba odos ésdinimas, kad gyvinus bty
galima numarinti (31).

Kiino masé

29. Kaip nurodyta 25 skirsnyje, atskirai kiekvieno gyviino masé i§matuojama bandymo pradzioje ir po numatyto
humanisko numarinimo.

REZULTATY APSKAICIAVIMAS

30. Kiekvienos poveikio grupés rezultatai isreiskiami kaip vidutinis SI. SI gaunamas dalijant kiekvienos bandomosios
medziagos grupés viduting BrdU Zenklinimo rodiklio | gyviinui verte ir PC grupés viduting BrdU Zenklinimo
rodiklio | gyviinui verte i§ tirpiklio/VC grupés vidutinés BrdU Zenklinimo rodiklio vertés. Taigi, VC vidutiné SI
verte lygi 1.

BrdU Zenklinimo rodiklis nustatomas taip:
BrdU Zenklinimo rodiklis = (ABS,,, — ABS blank,) — (ABS,s — ABS blank,.)
Cia: em = skleidziamy bangy ilgis; ref = standartinis bangy ilgis.

31. Vertinant rezultatus, atsakas laikoma teigiamu, jei SI > 1,6 (10). Taciau, sprendziant, ar ribinis rezultatas (t. y. SI
verté yra nuo 1,6 iki 1,9) turi bti paskelbtas teigiamu, galima atsizvelgti i dozés ir atsako sgrySio stipruma,
statistinj reik§mingumg ir tirpiklio/nesiklio bei PC atsaky nuosekluma (3) (6) (32).

32. Kai gaunamas teigiamas ribinis atsakas (SI yra nuo 1,6 iki 1,9), tyréjai gali pageidauti jvertinti papildomg infor-
macija, pvz., dozés ir atsako sary§j, sisteminio toksiskumo arba per didelio sudirginimo poZymius ir, kai tinka,
statistinj reikSminguma kartu su SI vertémis, kad patvirtinty, jog tokie rezultatai i§ tiesy teigiami (10). Reikia
atsizvelgti ir | jvairias bandomosios medZziagos savybes, jskaitant tai, ar jos struktiira gimininga Zinomy oda
jautrinanciy medziagy struktiirai, ar ji sukelia per didelj peliy odos dirginima, ir pastebimo dozés ir atsako sarysio
tipa. Sie ir kiti aspektai yra iSsamiai aptarti kitur (4).
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33. Surenkant duomenis apie kiekvieng pele galima statistiskai iSanalizuoti dozés ir atsako sarysj tuose duomenyse ir
jo laipsnj. Atliekant bet kokj statistinj jvertinimg, galima jtraukti dozés ir atsako sary$io vertinimg ir tinkamai
pakoreguotus bandymo grupiy palyginimus (pvz., suporuoty dozavimo grupiy palyginimus su lygiagreciomis
tirpiklio/VC). | statisting analize gali bati jtraukta, pvz., tiesiné regresija arba Viljamso tyrimas, skirtas dozés ir
atsako sarysio tendencijoms jvertinti, ir suporuoty rezultaty palyginimy Daneto tyrimas. Rinkdamasis tinkama
statistinés analizés metoda tyréjas turi turéti omenyje galimus variantiSkumy skirtingumus ir kitas susijusias
problemas, dél kuriy gali prireikti duomeny transformacijos ar neparametrinés statistinés analizés. Bet kuriuo
atveju tyréjui gali tekti atlikti SI skai¢iavimus ir statisting analiz¢ su tam tikrai duomeny taskais (kartais vadinamais
Jriktais) ir be jy.

DUOMENYS IR ATASKAITU TEIKIMAS
Duomenys

34. Duomenys pateikiami lentelése, nurodant atskiry gyviny BrdU Zenklinimo rodiklio vertes, BrdU Zenklinimo
rodiklio/gyviinui grupés vidurkis, atitinkamas paklaidos rodiklis (pvz., SD, SEM) ir kiekvienos dozés grupés
vidutinis SI, palygintas su lygiagrecios tirpiklio/nesiklio grupés rodikliu.

Bandymo ataskaita

35. Bandymo ataskaitoje pateikiama $i informacija:
Bandomoji ir kontroliné cheminés medziagos:

— tapatumo duomenys (pvz., CAS numeris ir EC numeris, jei yra; Saltinis; grynumas; Zinomos priemaisos;
partijos numeris),

— fizikiné biisena ir fizikinés ir cheminés savybés (pvz., lakumas, stabilumas, tirpumas),

— jei tai miSinys — jo sudétis ir komponenty procentiné dalis.

Tirpiklis | nesiklis:
— tapatumo duomenys (grynumas; koncentracija (jei tinka); naudojamas tiiris),

— nesiklio pasirinkimo pagrindimas.

Bandomo gyviinai:

— CBA peliy 3altinis,

— gyvuny mikrobiologiné bisena, jei Zinoma,
— gyviny skai¢ius ir amzius,

— gyvany Saltinis, laikymo sglygos, pasaras ir t. t.

Bandymo salygos:

— ELISA rinkinio $altinis, partijos numeris ir gamintojo kokybés uztikrinimo/kokybés kontrolés duomenys (ant-
iktiny jautrumas bei specifiskumas ir aptikimo riba),

— i8sami informacija apie bandomosios medziagos ruosimg ir uZtepima,

— dozés pasirinkimo pagrindimas (jskaitant atrankinio bandymo rezultatus, jei bandymas buvo daromas),
— naudotos nesiklio ir bandomosios medziagos koncentracijos vertés, suminis uzteptos medziagos kiekis,
— i§sami informacija apie pasaro ir vandens kokybe (jskaitant pasaro tipg ar Saltinj, vandens Saltinj),

— poveikio medziaga ir méginiy émimo tvarkarasciai,

— toksiskumo matavimo metodai,
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— tyrimo rezultaty vertinimo kaip teigiami arba neigiami kriterijai,

— i$sami informacija apie bet kokius nukrypimus nuo protokolo ir paaiskinimas, kaip tas nukrypimas paveiks
tyrimo sistemg ir rezultatus.

Patikimumo tikrinimas:

— paskutinés patikimumo patikros rezultaty santrauka, skaitant informacija apie medziaga, koncentracijg ir
naudojama nesiklj,

— bandymo laboratorijoje lygiagreciai ir (arba) anksciau sukaupti PC ir lygiagreciai gauti neigiamos (tirpiklio/
nesiklio) kontrolés duomenys,

— jei lygiagreti PC nebuvo naudojama, naujausio periodinio PC bandymo data ir laboratorijos ataskaita ir
ataskaita su laboratorijos anksciau sukauptais PC duomenimis, pagrindzianciais lygiagrec¢ios PC nenaudojima.

Rezultatai:

— atskiry peliy masé¢ dozés gavimo ir numatyto humanisko numarinimo diena; taip pat kiekvienos poveikio
grupés vidurkis ir atitinkamas paklaidos rodiklis (pvz., SD, SEM),

— toksinio poveikio atsiradimo laikas ir pozymiai, jskaitant kiekvieno gyviino odos dirginimg medziagos uzte-
pimo vietoje, jei yra,

— kiekvienos poveikio grupés atskiros pelés BrdU Zenklinimo rodikliy ir SI verciy lentelés,

— kiekvienos poveikio grupés BrdU Zenklinimo rodikliui/pelei vidurkis ir atitinkamas paklaidos rodiklis (pvz., SD,
SEM) ir kiekvienos poveikio grupés rikty analizés rezultatai,

— apskaiciuotas SI ir atitinkamas variantiSkumo matas, kuriuo atsizvelgiama j atskiry gyviiny rezultaty varian-
tiskuma tiek bandomosios medziagos, tiek kontrolinéje grupése,

— dozés ir atsako sarysis,

— statistiné analiz¢, jei tinka.

Rezultaty aptarimas:

— trumpas rezultaty, dozés ir atsako sarySio analizés ir statistinés analizés, jei tinka, paaiskinimas, padarant
i$vada, ar bandomoji medziaga turi biti laikoma odos jautrikliu.
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1 priedelis
APIBREZTYS

Tikslumas — bandymo metodo rezultaty ir patvirtinty pamatiniy verciy artumas. Tikslumas yra bandymo metodo
naudojimo charakteristiky matas ir vienas i§ tinkamumo aspekty. Terminas daznai vartojamas kaip lygiavertis terminui
,sutapimas® ir reiskia tinkamy bandymo metodo rezultaty dalj (33).

Palyginamoji medZiaga — jautrinanti arba nejautrinanti medziaga, naudojama kaip bandomosios medziagos palyginimo
standartas. Palyginamoji medziaga turi pasizyméti tokiomis savybémis: i) pastoviu (-iais) ir patikimu (-ais) 3altiniu
(-iais), ii) struktiriniu ir funkciniu panaumu j bandomy medziagy klasg, iii) Zinomomis fizikinémis ir cheminémis
charakteristikomis, iv) patvirtinan¢iais duomenimis apie Zinomus poveikius ir v) Zinomu potencialu norimy atsaky
intervale.

Klaidingai neigiamas rezultatas — bandymo metodu bandomoji medziaga neteisingai jvertinta kaip neigiama arba neak-
tyvi, nors i tiesy yra teigiama arba aktyvi (33).

Klaidingai teigiamas rezultatas — bandymu bandomoji medZziaga neteisingai jvertinta kaip teigiama arba aktyvi, nors i3
tiesy yra neigiama arba neaktyvi (33).

Pavojus — neigiamo poveikio sveikatai arba ekologijai galimybé. Neigiamas poveikis pasireiskia tik tada, jei veikimas
medzZiaga yra pakankamo lygio.

Atkuriamumas tarp laboratorijy — laipsnio, kuriuo skirtingos kvalifikuotos laboratorijos, taikydamos ta patj protokola ir
bandancios tas pacias bandomasias medziagas, gali gauti kokybiskai ir kiekybiskai panasius rezultatus, matas. Atku-
riamumas tarp laboratorijy nustatomas atliekant pradinio tinkamumo patvirtinimo ir tinkamumo pavirtinimo procesus
ir rodo laipsnj, kuriuo bandyma galima sékmingai perkelti tarp laboratorijy; tai dar vadinama tarplaboratoriniu
atkuriamumu (33).
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Atkuriamumas laboratorijoje — laipsnio, kuriuo kvalifikuoti darbuotojai toje pacioje laboratorijoje gali sékmingai
atkartoti rezultatus, taikydami konkrety protokola skirtingu metu, matas. Dar vadinamas laboratoriniu atkuriamumu
(33).

Riktas — pastebéjimas, kad verté labai skiriasi nuo kity atsitiktinio populiacijos éminio verciy.

Kokybés uztikrinimas — valdymo procesas, per kurj asmenys, nepriklausomi nuo atliekanciyjy bandymus, jvertina, kaip
laboratorija laikosi bandymo standarty, reikalavimy ir uzrasy saugojimo procediiry bei duomeny perdavimo tikslumo.

Patikimumas — juo jvertinamas laipsnis, kuriuo bandymo metodas gali bati ilgainiui atkartojamai atlickamas vienoje ir
skirtingose laboratorijose, taikant ta patj protokola. Jis jvertinamas skaiciuojant atkuriamuma laboratorijoje ir tarp
laboratorijy (33).

Odos jautrinimas — imunologinis procesas, vykstantis paveiky individg iSoriskai paveikus cheminiu alergenu, kuris
sukelia odos imuninj atsakg, dél kurio gali atsirasti kontaktinis jautrinimas.

Dirginimo rodiklis (angl. SI) — vert¢, apskai¢iuojama bandomosios medziagos jautrinimo potencialui jvertinti — tai yra
paveikty grupiy proliferacijos sgrysio su lygiagrecios nesiklio kontrolinés grupés proliferacija koeficientas.

Bandomoji medziaga (dar vadinama bandomaja chemine medziaga) — bet kuri medziaga ar misinys, bandomi taikant §j
bandymy metoda.”
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