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II

(Akty o charakterze nieustawodawczym)

ROZPORZADZENIA

ROZPORZADZENIE KOMISJI (UE) NR 900/2014
z dnia 15 lipca 2014 r.

zmieniajace, w celu dostosowania do postepu technicznego, rozporzadzenie (WE) nr 440/2008

ustalajgce metody badafi zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europej-

skiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen w zakre-
sie chemikaliéw (REACH)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA EUROPEJSKA,
uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajac rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 18 grudnia 2006 r. w
sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolenl i stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliéw (REACH), utworzenia
Europejskiej Agencji Chemikaliéw, zmieniajace dyrektywe 1999/45/WE oraz uchylajace rozporzadzenie Rady (EWG)
nr 793/93 i rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1488/94, jak rowniez dyrektywe Rady 76/769/EWG i dyrektywy Komisji
91/155/EWG, 93/67[EWG, 93/105/WE i 2000/21/WE ('), w szczegblnosci jego art. 13 ust. 2,

a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

(1) Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 440/2008 (%) zawiera metody badan stuzace okreslaniu wlasciwosci fizykoche-
micznych, toksycznosci oraz ekotoksycznosci substancji chemicznych, ktére nalezy stosowaé do celéw rozporza-
dzenia (WE) nr 1907/2006.

(2)  Nalezy zaktualizowal rozporzadzenie (WE) nr 440/2008 celem priorytetowego uwzglednienia przyjetych
niedawno przez OECD nowych i zaktualizowanych metod badawczych, aby uwzgledni¢ postep techniczny oraz
aby zapewni¢ zmniejszenie liczby zwierzat wykorzystywanych do celéw doswiadczalnych, zgodnie z dyrektywa
Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE (°). W sprawie tego projektu przeprowadzono konsultacje z zainte-
resowanymi stronami.

(3)  Przedmiotowe dostosowanie do postepu technicznego obejmuje sze$¢ nowych metod badawczych stuzacych
okreslaniu toksycznosci i innych skutkéw dla zdrowia, w tym badanie neurotoksycznosci rozwojowej, przedtu-
zone badanie toksyczno$ci reprodukcyjnej jednego pokolenia, transgeniczny test in vivo mutacji genowej u
gryzoni, badanie in vitro stuzace ocenie wplywu na synteze hormonéw sterydowych oraz dwie metody in vivo
stuzace ocenie dzialari estrogennych i (anty)androgennych.

(4)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ rozporzadzenie (WE) nr 440/2008.

(5)  Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu s3 zgodne z opinig komitetu ustanowionego na mocy art. 133
rozporzadzenia (WE) nr 19072006,

(') Dz.U.L 396z 30.12.2006,s. 1.

(*) Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 440/2008 z dnia 30 maja 2008 r. ustalajagce metody badan zgodnie z rozporzadzeniem (WE)
nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie
chemikaliéw (REACH) (Dz.U.L 142z 31.5.2008 s. 1).

(*) Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych
do celéw naukowych (Dz.U.L 276 2 20.10.2010, s. 33).
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PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

W zalgczniku do rozporzadzenia (WE) nr 440/2008 wprowadza si¢ zmiany zgodnie z zalgcznikiem do niniejszego
rozporzadzenia.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie trzeciego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Unii Europej-
skigj.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w caloSci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich
panstwach czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 15 lipca 2014 r.

W imieniu Komisji
José Manuel BARROSO

Przewodniczgcy
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ZALACZNIK
W zalgczniku do rozporzadzenia (WE) nr 440/2008 wprowadza si¢ nastgpujace zmiany:

dodaje si¢ rozdzialy B.53, B.54, B.55, B.56, B.57 i B.58 w brzmieniu:

,B.53. BADANIE NEUROTOKSYCZNOSCI ROZWOJOWE]

WPROWADZENIE

1. Niniejsza metoda badawcza jest zgodna z dotyczacg badan wytyczng OECD nr 426 (2007 r.). W czerwcu 1995 r.
w Kopenhadze grupa robocza OECD ds. toksycznosci reprodukceyjnej i rozwojowej omawiala potrzebe aktuali-
zacji istniejgcych wytycznych OECD dotyczacych badan w zakresie toksycznosci reprodukceyjnej i rozwojowej oraz
opracowania nowych wytycznych w odniesieniu do punktéw koficowych, ktérych jeszcze nie uwzgledniono (1).
Grupa robocza zalecita opracowanie dotyczacej badan wytycznej w zakresie neurotoksycznosci rozwojowej na
podstawie wytycznej amerykanskiej Agencji Ochrony Srodowiska, ktéra zostata juz poprawiona (2). W czerwcu
1996 r. w Kopenhadze odbylo si¢ drugie spotkanie konsultacyjne, ktérego celem bylo dostarczenie Sekretariatowi
wskazowek dotyczacych konspektu nowej dotyczacej badan wytycznej w zakresie neurotoksycznosci rozwojowe;j,
w tym jej najbardziej istotnych elementéw, np. szczegbléw dotyczacych doboru gatunkéw zwierzat, okresu
dawkowania, okresu badania, punktéw koncowych podlegajacych ocenie i kryteriow oceny wynikéw. Amery-
kanska wytyczna dotyczaca oceny ryzyka neurotoksycznosci zostala opublikowana w 1998 r. (3). Spotkanie
konsultacyjne ekspertéw OECD i warsztaty prowadzone przez Risk Science Institute przy ILSI odbyly sie réwno-
legle w pazdzierniku 2000 r., a spotkanie konsultacyjne ekspertéw odbylo si¢ w Tokio w 2005 r. Spotkania te
mialy na celu oméwienie kwestii naukowych i technicznych zwigzanych z aktualnymi wytycznymi dotyczgcymi
badan, a zalecenia, ktére byly ich wynikiem (4)(5)(6)(7), uwzgledniono w opracowaniu przedmiotowej metody
badawczej. Dodatkowe informacje dotyczgce procedury, interpretacji i terminologii stosowanej w przypadku tej
metody badawczej mozna znalezé w dokumencie zawierajacym wytyczne OECD nr 43 »Reproductive Toxicity
Testing and Assessment« (Badanie i ocena toksycznosci reprodukcyjnej) (8) oraz nr 20 »Neurotoxicity Testing«
(Badanie neurotoksycznosci) (9).

USTALENIA WSTEPNE

2. Znany jest szereg substancji chemicznych, ktére prowadza do neurotoksycznosci rozwojowej u ludzi i innych
gatunkow (10)(11)(12)(13). Okreslenie potencjalu wywolywania neurotoksycznosci rozwojowej moze by
niezbedne do oceny i zbadania toksycznych cech charakterystycznych substancji chemicznej. Badania neurotok-
sycznosci rozwojowej maja na celu dostarczanie danych, w tym charakterystyki dawka-odpowiedz, dotyczacych
potencjalnych skutkéw czynno$ciowych i morfologicznych dla rozwijajacego si¢ ukladu nerwowego potomstwa,
ktére moga powstaé w wyniku narazenia in utero i we wczesnym stadium zycia.

3. Badanie neurotoksycznosci rozwojowej mozna prowadzaé jako oddzielne badanie wlaczone do badania toksycz-
nosci reprodukcyjnej lub badania neurotoksycznosci u dorostych osobnikéw (np. metody badawcze B.34 (14),
B.35 (15), B.43 (16)), lub w powiazaniu z badaniem przedurodzeniowej toksycznosci rozwojowej (np. z metoda
badawcza B.31 (17)). Jezeli badanie neurotoksycznosci rozwojowej jest wlaczone do innego badania lub z nim
powiazane, konieczne jest zachowanie integralnosci obu rodzajéow badan. Wszystkie badania powinny by¢ zgodne
z majgcymi zastosowanie przepisami lub wytycznymi rzadowymi i instytucjonalnymi, dotyczacymi wykorzysty-
wania zwierzat do§wiadczalnych w badaniach (np. 18).

4. Laboratorium badawcze powinno uwzgledni¢ wszystkie dostepne informacje na temat badanej substancji
chemicznej przed przystapieniem do badania. Informacje te powinny obejmowac tozsamo$¢ i strukture chemiczng
substancji, jej wlasciwosci fizykochemiczne; wyniki wszystkich innych badan toksycznosci in vitro lub in vivo prze-
prowadzonych na substancji, dane toksykologiczne substancji chemicznych zblizonych pod wzgledem budowy
oraz przewidywane zastosowanie (zastosowania) tej substancji. Informacje te sg niezbedne dla przekonania
wszystkich zainteresowanych stron, ze badanie dotyczy ochrony zdrowia ludzi i jest pomocne w wyborze odpo-
wiedniej dawki wyjsciowej.

ZASADA BADANIA

5. Badang substancje chemiczng podaje si¢ zwierzgtom przez okres cigzy i laktacji. Badania prowadzi si¢ na
matkach, aby oceni¢ skutki dla samic w okresie cigzy i laktacji oraz aby mie¢ mozliwo$¢ uzyskania informacji
poréwnawczych (matki w poréwnaniu z potomstwem). Do oceny neurotoksycznosci potomstwo dobiera si¢
losowo z miotu. Ocena polega na obserwacji majacej na celu wykrycie powaznych anomalii neurologicznych i
behawioralnych, w tym na ocenie rozwoju fizycznego, rozwoju zachowan, aktywnosci ruchowej, funkcji moto-
ryczno-sensorycznych, uczenia si¢ i pamieci, ocenie mas mézgdw i ocenie neuropatologicznej w okresie rozwoju
pourodzeniowego i dorostosci.
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6.  Jezeli metode badawcza stosuje si¢ jako odrgbne badanie, mozna wykorzysta¢ dodatkowe, dostepne zwierzeta z
kazdej grupy w celu przeprowadzenia szczegélowych procedur neurobehawioralnych, neuropatologicznych,
neurochemicznych lub elektrofizjologicznych, ktére moga uzupei¢ dane otrzymane w badaniach zalecanych w
ramach niniejszej metody (16)(19)(20)(21). Procedury uzupelniajagce moga by¢ szczegdlnie uzyteczne w przypad-
kach, gdy obserwacje empiryczne, przewidywane skutki lub mechanizm/sposéb dzialania wskazujg na jakis szcze-
g6lny rodzaj neurotoksycznosci. Te procedury uzupelniajgce mozna stosowaé zaréwno w przypadku matek, jak i
mlodych. Ponadto mozna réwniez stosowaé procedury ex vivo lub in vitro, o ile nie zmienig one integralnosci
procedur in vivo.

PRZYGOTOWANIA DO BADANIA

Wybér gatunkéw zwierzat

7. Badania najlepiej jest przeprowadzal na szczurach; w stosownych przypadkach mozna wykorzysta¢ inne gatunki.
Nalezy jednak pamigtaé, ze liczba dni cigzy i liczba dni okresu postnatalnego okreslone w tej metodzie sg charak-
terystyczne dla powszechnie stosowanych szczepéw szczuréw i w zwigzku z tym nalezy dobraé poréwnywalne
liczby dni w przypadku wykorzystania innego gatunku lub nietypowego szczepu. Nalezy uzasadni¢ wykorzystanie
innego gatunku na podstawie danych toksykologicznych, farmakokinetycznych lub innych. Uzasadnienie powinno
obejmowac dostepne, okreslone dla gatunku oceny neurobehawioralne i neuropatologiczne przeprowadzone w
okresie pourodzeniowym. Jezeli wcze$niej mialo miejsce badanie, ktére wzbudzilo zaniepokojenie, nalezy
uwzgledni¢ gatunek/szczep, w odniesieniu do ktérego miato to miejsce. Ze wzgledu na zréznicowane, zwigzane z
badaniami cechy réznych szczepéw szczuréw powinien istnie¢ dowdd, ze wybrany do badania szczep charaktery-
zuje si¢ odpowiednig ptodnoscig i zdolnoscia reagowania. Nalezy udokumentowaé wiarygodnos$¢ i czutos¢ innych
gatunkéw pod wzgledem wykrywania neurotoksycznosci rozwojowe;.

Warunki trzymania i Zywienia

8. Temperatura w badawczych pomieszczeniach hodowlanych powinna wynosi¢ 22 + 3 °C. Chociaz wilgotnosé
wzgledna powinna wynosi¢ co najmniej 30 % i najlepiej byloby, gdyby nie przekraczala 70 % poza czasem
czyszczenia pomieszczenia, docelowy poziom wilgotnosci powinien wynosi¢ 50-60 %. O$wietlenie powinno by¢
sztuczne, w cyklu dziennym 12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci. Mozliwe jest rowniez odwrdcenie cyklu
$wiatla przed kryciem i na okres trwania badania w celu przeprowadzenia oceny funkcjonalnych i behawioralnych
punktéw koncowych w fazie nocy (przy o$wietleniu czerwonym Swiatlem), tj. w czasie, gdy zwierzeta sg zwykle
aktywne (22). Wszelkie zmiany w cyklu dziefi/noc powinny uwzglednia¢ odpowiedni czas aklimatyzacji aby zwie-
rzeta mogly przystosowal si¢ do nowego cyklu. Do Zywienia mozna stosowaé konwencjonalne pasze laborato-
ryjne z nieograniczonym dostgpem do wody pitnej. Nalezy zglosi¢ rodzaj pokarmu i wodg i przebadaé je pod
katem zanieczyszczen.

9.  Zwierzeta mogg by¢ trzymane pojedynczo lub umieszczane w klatkach w malych grupach o tej samej plci. Proce-
dury krycia powinny by¢ przeprowadzane w klatkach nadajacych sie do tego celu. Po stwierdzeniu, ze kopulacja
nastapifa, lub nie pdzniej niz w 15 dniu cigzy, pokryte zwierzeta powinny by¢ umieszczone oddzielnie w klatkach
porodowych lub matczynych. Klatki powinny by¢ ustawione w taki sposéb, zeby zminimalizowaé mozliwy
wplyw polozenia klatki. Tuz przed porodem nalezy zapewni¢ pokrytym samicom wiasciwe i okreslone materiaty
do budowy gniazda. Wiadomo powszechnie, ze nieodpowiednie obchodzenie si¢ ze zwierzeciem lub stres w
czasie cigZy moga pociaga za sobg niepozadane skutki, w tym straty przedurodzeniowe, wadliwy rozwdj plodu i
wadliwy rozwéj pourodzeniowy. W celu ochrony przed stratg plodu spowodowang czynnikami niezwigzanymi z
do$wiadczeniem nalezy ostroznie postgpowac ze zwierzetami w czasie cigzy i chronic je przed stresem wywoly-
wanym czynnikami zewnetrznymi, takimi jak nadmierny halas na zewnatrz.

Przygotowanie zwierzat

10.  Nalezy wykorzystywaé zdrowe zwierzeta zaaklimatyzowane do warunkéw laboratoryjnych i niepoddawane wezes-
niej procedurom do$wiadczalnym, chyba ze badanie zostalo wlaczone do innego badania (zob. pkt 3). Nalezy
sporzadzi¢ charakterystyke badanych zwierzat pod katem gatunku, szczepu, Zrédla pochodzenia, plei, wagi i
wieku. Kazdemu zwierzeciu nalezy nada¢ niepowtarzalny numer identyfikacyjny i oznaczy¢ je tym numerem. Na
tyle, na ile to mozliwe, we wszystkich badanych grupach zwierzeta powinny mie¢ jednakowa mase ciala i by¢ w
tym samym wieku oraz miesci¢ si¢ w zakresach typowych dla gatunku lub szczepu objgtego badaniem. Do kazdej
dawki nalezy wykorzysta¢ mlode dojrzate samice nierédki. Nie nalezy wykorzystywaé rodzefistwa do krycia i
nalezy dolozy¢ wszelki starafi, aby to zapewnié. Dziefi 0 danej cigzy jest dniem, w ktérym odnotowuje si¢ czop
pochwowy lub plemniki w pochwie. Po zakupie od dostawcy zaplodnionych w znanym czasie zwierzat nalezy
da¢ im odpowiedni czas na aklimatyzacje (np. 2-3 dni). Pokryte samice nalezy przydzielic w sposéb losowy do
grup kontrolnych i grup eksperymentalnych i, o ile to mozliwe, rozdzieli¢ je réwnomiernie migdzy grupy (np.
zaleca si¢ procedure warstwowego doboru losowego w celu zapewnienia réwnomiernego rozlozenia zwierzat
miedzy wszystkie grupy, np. na podstawie masy ciala). Samice inseminowane przez tego samego samca powinny
by¢ rozdzielone réwnomiernie miedzy grupy.
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PROCEDURA

Liczba i ple¢ zwierzat

11. Kazda grupa badana i kontrolna powinna skladal si¢ z wystarczajacej liczby cigzarnych samic, ktére majg by¢
poddane dzialaniu badanej substancji chemicznej, aby uzyskaé odpowiednia liczb¢ potomstwa do oceny neuro-
toksyczno$ci. W odniesieniu do kazdego poziomu dawki zaleca si¢ wykorzystanie tacznie 20 miotéw. Dopuszcza
si¢ schematy dawkowania powtarzanego i etapowego w odniesieniu do grupy, w przypadkach gdy udaje si¢
uzyskaé catkowitg liczbe miotéw na grupe i stosuje si¢ odpowiednie modele statystyczne, na podstawie kt6rych
okresla si¢ powtérzenia.

12. W dniu 4. po urodzeniu lub przed nim (dzien porodu jest dniem 0) liczebnos$¢ kazdego miotu powinna zostaé
dostosowana przez wyeliminowanie dodatkowych miodych w miocie za pomocg doboru losowego, aby uzyskaé
jednakowg liczebnos$¢ wszystkich miotéw (23). Liczebno$¢ miotu nie powinna przekraczaé $redniej liczebnosci
miotu wykorzystanego szczepu gryzoni (8-12). Miot powinien si¢ skladaé, w miare mozliwosci, z takiej samej
liczby mlodych samcéw i samic. Selektywna eliminacja mlodych, np. oparta na masie ciala, jest nieodpowiednia.
Po dokonaniu standaryzacji miotéw (eliminacji) i przed dalszymi badaniami funkcjonalnych punktéw koncowych
nalezy zidentyfikowaé w sposob niepowtarzalny poszczegdlne mlode, ktére wybrano do badan przedodsadzenio-
wych lub poodsadzeniowych, za pomoca dowolnej odpowiedniej humanitarnej metody przeznaczonej do identy-
fikacji mlodych (np. 24).

Wyznaczanie zwierzat do obserwacji funkcjonalnych i behawioralnych, ocen mas mézgéw i ocen neuro-
patologicznych

13. W opisywanej metodzie badawczej dopuszcza si¢ rézne podejscia w odniesieniu do wyznaczania zwierzat, ktore
sa poddawane dzialaniu in utero i w okresie laktacji, do obserwacji funkcjonalnych i behawioralnych, oceny dojrza-
losci plciowej, pomiaru masy mézgu i oceny neuropatologicznej (25). Indywidualnie w odniesieniu do kazdego
przypadku mozna doda¢ inne badania funkcji neurobehawioralnej (np. zachowan spolecznych), zmian neuroche-
micznych lub neuropatologicznych, dop6ki nie bedzie to zagrazaé integralnoéci pierwotnie wymaganych badar.

14. Mlode dobiera si¢ z kazdej grupy dawkowania i przydziela pod katem ocen punktéw koncowych w dniu 4. po
urodzeniu lub p6Zniej. Dobér miodych nalezy przeprowadzi¢ w taki sposéb, aby, na ile to mozliwe, obie plcie z
kazdego miotu w kazdej grupie dawkowania byly reprezentowane we wszystkich badaniach w jednakowym
stopniu. W celu zbadania aktywnosci ruchowej nalezy przeprowadzi¢ badanie na tej samej parze mlodych, samca
i samicy, na wszystkich etapach wiekowych przed odsadzeniem (zob. pkt 35). Do celéw wszystkich innych badan
mozna przydzieli¢ te same lub inne pary samcow i samic do réznych badan behawioralnych. Moze by¢ wyma-
gane przydzielenie réznych mlodych do badan funkeji poznawczych w okresie po odsadzeniu lub w okresie
dojrzatosci, aby nie dopusci¢ do pomylenia z wplywem wieku i wcze$niejszych szkolent na te pomiary (26)(27).
Przy odsadzaniu (dzien 21. po urodzeniu) mozna humanitarnie u$mierci¢ mlode, ktérych nie wybrano do badaf.
Nalezy odnotowa¢ wszelkie zmiany w przydzialach mlodych. Statystyczna jednostkg miary powinien by¢ miot
(lub matka), a nie mtode.

15.  Istniejg rozne sposoby przydzielania mlodych do badan przedodsadzeniowych i poodsadzeniowych, badan funkcji
poznawczych, badan patologicznych itp. (zob. rys. 1 w odniesieniu do ogélnego schematu i dodatek 1 w odnie-
sieniu do przykladéw przydzielania). Zalecana minimalna liczba zwierzat w kazdej grupie dawkowania w odnie-
sieniu do badan przedodsadzeniowych i poodsadzeniowych jest nastepujgca:

obserwacje kliniczne i masa ciala wszystkie zwierzgta
szczegGlowe obserwacje kliniczne 20/pte¢ (1/pte¢/miot)
masa mézgu (po utrwalaniu) miedzy dniem 11. a 22. po urodzeniu 10/pte¢ (1/miot)
masa moézgu (nieutrwalona) w dniu 70. po urodzeniu 10/ple¢ (1/miot)
neuropatologia (zanurzenie lub utrwalenie perfuzyjne) miedzy dniem 11. 10/pte¢ (1/miot)

a 22. po urodzeniu

neuropatologia (utrwalenie perfuzyjne) w dniu 70. po urodzeniu 10/ptec (1/miot)
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dojrzatos¢ plciowa 20/pte¢ (1/pteé/miot)
inne charakterystyczne punkty rozwojowe (opcjonalne) wszystkie zwierzeta
rozwéj zachowan 20/pteé (1/pted/miot)
aktywnos$¢ ruchowa 20/pte¢ (1/ple¢/miot)
funkcje motoryczno-sensoryczne 20/pte¢ (1/pte¢/miot)
uczenie si¢ i pamigé 10/pte¢ (%) (1/miot)

(") W zaleznosci od czulosci badan funkcji poznawczych nalezy rozwazy¢ przeprowadzenie badania na duzo wigkszej liczbie
zwierzat, np. do 1 samca i 1 samicy na miot (w odniesieniu do przydzielania zwierzat zob. dodatek 1) (dalsze wytyczne
dotyczace liczebnosci proby objeto dokumentem zawierajacym wytyczne OECD nr 43 (8)).

Dawkowanie

16.  Nalezy zastosowaé co najmniej trzy poziomy dawek i wprowadzi¢ rownoczesng grupe kontrolna. Dawki powinny
by¢ zréinicowane w celu osiagniecia stopniowania efektow toksycznych. Jezeli charakter fizykochemiczny lub
wlasciwosci biologiczne substancji chemicznej nie powodujg ograniczenia dawki, najwyzsza dawke nalezy dobrad
w taki sposéb, aby wywolaé pewng toksyczno$¢ matczyng (np. objawy kliniczne, obnizony przyrost masy ciala
(nie wiecej niz 10 %) lub oznaki toksycznosci ograniczajacej wielkos¢ dawki w organie docelowym). Z pewnymi
wyjatkami duzg dawke mozna ograniczy¢ do 1 000 mglkg masy ciala/dzien. Na przyklad przewidywane nara-
zenie ludzi moze wskaza¢ na potrzebe zastosowania wigkszej dawki. Ewentualnie nalezy przeprowadzi¢ badania
pilotazowe lub badania wstepne majace na celu ustalenie zakresu, aby okresli¢ najwieksze dawkowanie, ktdre
mozna zastosowal, a ktére wywola minimalny stopiefi toksycznoSci matczynej. Jezeli badana substancja
chemiczna wykazata toksyczno$¢ rozwojowa w standardowym badaniu toksycznosci rozwojowej lub w badaniu
pilotazowym, najwigksza dawka powinna stanowi¢ maksymalna dawke niewywolujaca nadmiernej toksycznosci u
potomstwa ani zgonu in utero lub neonatalnego lub wad rozwojowych, co wystarcza, aby uniemozliwi¢ znaczaca
oceng neurotoksycznosci. Najmniejsza dawka nie powinna wywolywaé Zadnych oznak toksyczno$ci matczynej
ani rozwojowej, w tym neurotoksycznosci. Nalezy dobra¢ malejaca sekwencje dawek w celu wykazania wszyst-
kich zaleznosci dawka-odpowiedz i pozioméw dawkowania, przy ktorych nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian
(NOAEL), lub dawki bliskie granicy wykrywalnosci, ktére pozwolg okresli¢ dawke wyznaczajacg. W odniesieniu
do ustalenia malejacych dawek czesto jest optymalne wprowadzenie podwéjnych do poczwérnych odstepéw, a
dodanie czwartej grupy dawkowania jest na ogét lepsze niz stosowanie bardzo duzych odstepéw (np. wspél-
czynnik wigkszy od 10) migdzy dawkowaniami.

17.  Dawki nalezy dobieraé, uwzgledniajac wszystkie istniejace dane dotyczace toksycznosci oraz dodatkowe infor-
macje na temat metabolizmu i toksykokinetyki badanej substancji chemicznej lub powigzanych materialéw. Infor-
macje te moga réwniez poméc w wykazaniu stosownosci schematu dawkowania. Nalezy rozwazy¢ bezposrednie
podawanie dawki mtodym na podstawie informacji dotyczacych narazenia i farmakokinetyki (28)(29). Przed prze-
prowadzeniem badan polegajacych na bezposrednim dawkowaniu nalezy uwaznie rozwazy¢ ich zalety i ich wady
(30).

18.  Réwnolegla grupa kontrolna powinna stanowi¢ grupe kontrolng poddang terapii pozorowanej lubgrupe kontrolng
no$nika, jezeli przy podawaniu badanej substancji chemicznej stosowany jest nosnik. Wszystkim zwierzetom
nalezy zwykle podawa¢ taka sama ilo$¢ badanej substancji chemicznej lub nosnika obliczang na podstawie masy
ciala. Jezeli w celu ulatwienia dawkowania uzywa si¢ nosnika lub innego dodatku, nalezy uwzgledni¢ nastepujace
cechy charakterystyczne: wplyw na wchlanianie, dystrybucje, metabolizm lub zatrzymywanie badanej substancji
chemicznej; wplyw na wlasciwos$ci chemiczne badanej substancji chemicznej, ktére moga zmienic jej charakterys-
tyke toksyczng; oraz wplyw na przyjmowanie pokarmu lub wody, lub stan odzywienia zwierzat. Noénik nie powi-
nien wywolywac¢ skutkow, ktére moglyby przeszkodzi¢ w interpretacji wynikow badania, ani nie powinien by¢
toksyczny neurobehawioralnie, ani wplywaé na reprodukcje lub rozwdj. W przypadku nowatorskich nodnikéw
oprécz grupy kontrolnej nosnika nalezy wilaczy¢ grupe kontrolng poddang terapii pozorowanej. Zwierzeta w
grupie kontrolnej (grupach kontrolnych) powinny by¢ traktowane w dokladnie taki sam sposéb jak zwierzeta w
grupach badanych.
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Podawanie dawek

19.  Badang substancje chemiczng lub nosnik nalezy podawac najbardziej odpowiednig droga w odniesieniu do poten-
cjalnego narazenia u czlowieka i na podstawie dostgpnych informacji dotyczacych metabolizmu i dystrybucji u
badanych zwierzat. Drogg podawania bedzie z reguly droga pokarmowa (np. przez sonde, z pasza, z wodg pitna),
ale mozna wykorzysta¢ inne drogi (np. naskérna lub wziewna) w zaleznoéci od cech charakterystycznych i prze-
widywanych lub znanych drdg narazenia u czlowieka (dalsze wytyczne mozna znalezé w dokumencie zawiera-
jacym wytyczne OECD nr 43 (8)). Nalezy uzasadni¢ wybér drogi podawania. Badang substancje¢ chemiczna nalezy
podawac kazdego dnia mniej wigcej o tej samej porze.

20. Dawka podawana kazdemu zwierzeciu powinna zwykle zaleze¢ od biezacej masy ciala danego osobnika. Nalezy
jednak zachowal ostrozno$¢ przy dostosowywaniu dawek w ostatnim trymestrze cigzy. Jezeli odnotuje si¢
nadmierng toksyczno$¢ u matek objetych podawaniem, nalezy u$mierci¢ je w sposéb humanitarny.

21. Badang substancj¢ chemiczng lub noénik nalezy podawaé pokrytym samicom co najmniej raz dziennie od
momentu zagniezdzenia (6. dzien cigzy) przez caly okres laktacji (dzien 21. po urodzeniu), w zwigzku z czym
mlode s3 poddawane narazeniu na badana substancj¢ chemiczng w okresie neurologicznego rozwoju przeduro-
dzeniowego i pourodzeniowego. Wiek, w ktérym rozpoczyna si¢ dawkowanie, oraz okres trwania i czgstotliwos¢
dawkowania mozna skorygowac, jezeli istniejg dowody na to, ze taki schemat doswiadczalny jest bardziej odpo-
wiedni w odniesieniu do narazenia u ludzi. Nalezy skorygowal okresy trwania dawkowania w odniesieniu do
innych gatunkéw, aby zapewnié narazenie w czasie wszystkich wczesnych okreséw rozwoju mézgu (tj. réwno-
waznych rozwojowi mézgu czlowieka w okresie przed urodzeniem i wczesnym okresie po urodzeniu). Dawko-
wanie mozna rozpoczal na poczatku ciazy (0. dzien cigzy), ale nalezy uwzgledni¢ mozliwo$é, ze badana
substancja chemiczna spowoduje utrate zarodka przed zagniezdzeniem. Rozpoczgcie podawania w 6. dniu cigzy
wyeliminowaloby to ryzyko, ale nie pozwolitoby to zbadaé stadiéw rozwojowych migdzy 0. a 6. dniem cigzy. W
przypadku gdy laboratorium nabywa zwierzgta kryte w znanym czasie, rozpoczecie dawkowania w 0. dniu cigzy
jest niepraktyczne, zatem 6. dzien ciazy bylby dobrym punktem wyjsciowym. Laboratorium badawcze powinno
okresli¢ schemat dawkowania zgodnie z odpowiednimi informacjami dotyczacymi skutkéw badanej substancji
chemicznej, weze$niejszymi do$wiadczeniami i kwestiami logistycznymi; moze on obejmowal przedtuzenie
dawkowania w okresie po odsadzeniu. Dawkowanie nie powinno mie¢ miejsca w dniu porodu w przypadku tych
zwierzat, u ktérych pordd byt niekompletny. Ogélnie rzecz biorac, zaklada si¢, ze mlode zostang poddane nara-
zeniu przez mleko matki, nalezy jednak rozwazy¢ bezposrednie podawanie dawki mtodym w tych przypadkach,
w ktérych nie ma dowoddéw stalego narazenia potomstwa. Dowody stalego narazenia mozna uzyskaé np. z infor-
magji farmakokinetycznych, toksycznosci dla potomstwa lub zmian w biomarkerach (28).

OBSERWACJE

Obserwacje matek

22.  Co najmniej raz dziennie nalezy przeprowadzi¢ skrupulatng obserwacj¢ wszystkich matek pod katem warunkéw
dotyczacych ich zdrowia, w tym zachorowalnosci i $miertelnosci.

23. W czasie do$wiadczenia i obserwacji nalezy okresowo prowadzi¢ bardziej szczegélowe obserwacje kliniczne
(przynajmniej dwa razy w okresie dawkowania w czasie cigzy i dwa razy w okresie dawkowania w czasie laktacji),
wykorzystujagc co najmniej dziesig¢ matek na kazda dawke. Obserwacje zwierzat na zewnatrz klatki macierzystej
powinni przeprowadzi¢ wyszkoleni technicy, ktérzy nie wiedzg o podawaniu zwierzetom substancji chemicznych,
stosujgc standardowe procedury w celu ograniczenia do minimum stresu u zwierzat i stronniczosci obserwatora
oraz uzyskania maksymalnej wiarygodnosci kilku obserwatoréw. Zaleca si¢, aby obserwacje w danym badaniu
przeprowadzal ten sam technik, jezeli istnieje taka mozliwosc.

24.  Nalezy odnotowaé wystepowanie obserwowanych objawow. W przypadkach, w ktérych jest to mozliwe, nalezy
réwniez odnotowaé skale obserwowanych objawéw. Obserwacje kliniczne powinny obejmowaé miedzy innymi
zmiany w skorze, sierSci, oczach, blonach $luzowych, wystapienie wydzielin oraz aktywno$¢ autonomicznej czgsci
ukladu nerwowego(np. {zawienie, piloreksja, rozmiar Zrenicy, zmieniony rytm oddychania lub oddychanie przez
jame ustng i wszelkie nietypowe objawy zwigzane z oddawaniem moczu lub wypréznianiem).

25.  Nalezy réwniez odnotowywaé wszelkie nietypowe reakcje dotyczace pozycji ciala, poziomu aktywnosci (np. obni-
zenie lub podwyzszenie poziomu eksploracji standardowej powierzchni) i koordynacji ruchowej. Nalezy takze
odnotowa¢ zmiany w sposobie chodzenia (np. chdd kaczkowaty, ataksja), postawie (np. przygarbiony grzbiet) i
reaktywnosci na kontakt, przenoszenie i inne bodZce ze Srodowiska, jak réwniez obecno$¢ ruchéw klonicznych
lub tonicznych, konwulsji, drzenia, stereotypii (np. nadmiernego czyszczenia si¢, nietypowych ruchéw glowa,
powtarzanego krecenia sig), lub dziwnych zachowan (np. gryzienia lub nadmiernego wylizywania, samookale-
czania, chodzenia do tylu, wydawania dzwigkéw) lub agres;ji.
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26. Nalezy odnotowal wszystkie oznaki toksycznosci, w tym dziefi ich wystapienia, por¢ dnia, stopiel i okres
trwania.

27. W okresie dawkowania nalezy wazy¢ zwierzeta przynajmniej raz na tydzien przez caly okres trwania badania, w
dniu porodu lub tuz przed lub po nim i w dniu 21. po urodzeniu (odsadzenie). W przypadku badan z wykorzys-
taniem sondy nalezy wazy¢ matki przynajmniej dwa razy w tygodniu. Dawki powinny by¢ korygowane w
momencie okre§lania masy ciala kazdego osobnika, stosownie do przypadku. Nalezy co tydziefi mierzy¢ ilosé
przyjmowanego pokarmu, co najmniej w okresach cigzy i laktacji. [lo§¢ wypitej wody powinna by¢ mierzona co
najmniej raz w tygodniu, jezeli zwierzg jest poddane narazeniu za posrednictwem wody pitnej.

Obserwacje potomstwa

28. Co najmniej raz dziennie nalezy przeprowadzié skrupulatng obserwacje¢ calego potomstwa pod katem oznak
toksycznosci i zachorowalnoici oraz $miertelnosci.

29. W okresach podawania substancji i obserwacji nalezy prowadzi¢ bardziej szczeg6élowe obserwacje kliniczne
potomstwa. Obserwacje potomstwa (przynajmniej jednego miodego/ple¢/miot) powinni prowadzi¢ wyszkoleni
technicy, ktérzy nie wiedzg o podawaniu zwierzetom substancji, stosujgc standardowe procedury w celu ograni-
czenia do minimum stronniczo$ci oraz uzyskania maksymalnej wiarygodnosci kilku obserwatoréw. Zaleca sig,
aby obserwacje przeprowadzal ten sam technik, jezeli istnieje taka mozliwo$¢. Nalezy monitorowa co najmniej
punkty koficowe opisane w pkt 24 i 25 stosownie do obserwowanego stadium rozwojowego.

30. Nalezy odnotowaé wszystkie oznaki toksycznosci u potomstwa, w tym dziefi ich pojawienia si¢, pore dnia,
stopien i okres trwania.

Fizyczne i rozwojowe punkty charakterystyczne

31. Zmiany w charakterystycznych punktach rozwojowych w okresie przed odsadzeniem (np. rozwijanie si¢ malzo-
winy ucha, otwieranie oczu, wyrzynanie si¢ siekaczy) sg SciSle zwigzane z masg ciata (30)(31). Masa ciala moze
by¢ najlepszym wskaznikiem rozwoju fizycznego. W zwigzku z tym zaleca si¢ dokonywanie pomiaréw charakte-
rystycznych punktéw rozwojowych jedynie wéwczas, gdy wezesniej pojawily si¢ oznaki wskazujace, ze te punkty
koficowe bedg stanowi¢ zrédlo dodatkowych informacji. Czgstotliwo$¢ przeprowadzania oceny tych parametréw
przedstawiono w tabeli 1. W zaleznosci od przewidywanych skutkéw i wynikéw pomiaréw wstepnych moze by¢
zalecane wprowadzenie dodatkowych punktéw czasowych lub wykonanie pomiaréw na innych stadiach rozwojo-

wych.

32. Do oceny rozwoju fizycznego zaleca si¢ wykorzystywanie zwierzat w okresie po kopulacji, a nie w okresie po
urodzeniu (33). Jezeli przeprowadza si¢ badanie na mlodych w dniu odsadzenia, zaleca si¢, aby badanie to zostato
przeprowadzone przed faktycznym odsadzeniem w celu unikniecia efektu dezorientacji zwierzat spowodowanego
stresem towarzyszacym odsadzeniu. Ponadto wszelkie badania na mlodych w okresie po odsadzeniu nie powinny
by¢ prowadzone przez pierwsze dwa dni po odsadzeniu.

Tabela 1

Czestotliwo$¢ przeprowadzania oceny charakterystycznych punktéw fizycznych i rozwojowych oraz
funkcjonalnych/behawioralnych punktéw koficowych (%)

Okres rozwoju Przed Dojrzewanie (%) Weczesna

Punkty koricowe odsadzeniem (%) ojrzewame dorostosé ()

Charakterystyczne punkty fizyczne i rozwojowe

Masa ciata i obserwacje kliniczne co tydzien (9) o najmniej raz na | co najmniej raz na
dwa tygodnie dwa tygodnie

Masa mézgu dzieft 22. po urodzeniu (%) na koniec badania

Neuropatologia dzieft 22. po urodzeniu (%) na koniec badania

Dojrzewanie plciowe — w stosownych —
przypadkach

Inne charakterystyczne punkty rozwojowe (¢) w stosownych — —

przypadkach
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Wczesna
dorostos¢ (b)

Okres rozwoju Przed

Punkty koficowe odsadzeniem (*) Dojrzewanie ()

Funkcjonalne/behawioralne punkty koficowe

Rozwoéj zachowan co najmniej dwa

pomiary
Aktywnos¢ ruchowa (w tym habituacja) 1-3 razy () — raz
Funkcje motoryczno-sensoryczne — raz raz
Uczenie si¢ i pamieé — raz raz

() W powyzszej tabeli przedstawiono minimalng liczbe wykonywania pomiaréw. W zaleznosci od przewidywanych skutkéw i
wynikéw pomiaréw wstepnych moze by¢ zalecane wprowadzenie dodatkowych punktéw czasowych (np. stare zwierzeta)
lub wykonanie pomiaréw na innych stadiach rozwojowych.

(*) Zaleca sig, aby mlode nie byly poddawane badaniom przez pierwsze dwa dni po odsadzeniu (zob. pkt 32). Zalecanym
wiekiem do przeprowadzania badan na zwierzgtach w okresie dojrzewania jest: w odniesieniu do uczenia si¢ i
pamieci = dziefi 25. + 2 po urodzeniu; w odniesieniu do funkcji motoryczno-sensorycznych = dziefi 25. + 2 po urodzeniu.
Zalecanym wiekiem do przeprowadzania badai na mtodych dorostych jest dzien 60-70. po urodzeniu.

(9 W przypadku miodych objetych bezposrednim dawkowaniem nalezy co najmniej dwa razy w tygodniu dokonywad
pomiaréw mas ciata w celu korygowania dawek w czasie gwattownego przyrostu masy ciata.

(@ W stosownych przypadkach masy mézgu i neuropatologi¢ mozna oceni¢ trochg wczesniej (np. w dniu 11 po urodzeniu)
(zob. pkt 39).

() Oprécz masy ciala nalezy zarejestrowal, w stosownych przypadkach, inne charakterystyczne punkty rozwojowe (np. otwie-
ranie oczu) (zob. pkt 31).

() Zob. pkt 35.

33.  Nalezy policzy¢ zywe mlode i okresli¢ ich ple¢, np. dokonujgc kontroli wizualnej lub pomiaru odlegtosci anogeni-
talnej (34)(35), a kazde mlode z miotu powinno by¢ indywidualnie wazone przy porodzie lub wkrétce po nim,
co najmniej raz w tygodniu w okresie laktacji i co najmniej raz na dwa tygodnie po nim. Podczas dokonywania
oceny dojrzatosci plciowej nalezy okredli¢ wiek i mase ciala zwierzecia w momencie otwarcia pochwy (36) lub
oddzielenia napletka (37) co najmniej w odniesieniu do jednego samca i jednej samicy na miot.

Rozwéj zachowan

34.  Nalezy dokonywac pomiaréw rozwoju wybranych zachowan u co najmniej jednego mlodego/pte¢/miot w odpo-
wiednim okresie wiekowym, przy czym to samo milode jest wykorzystywane przez wszystkie dni badania do
oceny wszystkich zachowan. Nalezy zachowaé jednakowy odstep dni pomiaréw w tym okresie, aby okresli¢
normalne lub zwigzane z do$wiadczeniem zmiany w rozwoju danego zachowania (38). Niektére przyklady
zachowan, w odniesieniu do ktérych mozna oceni¢ ich rozwdj, sg nastepujace: odruch przyjmowania wyprosto-
wanej postawy, ujemna geotaksja i aktywnos¢ ruchowa (38)(39)(40).

Aktywno$é ruchowa

35.  Nalezy monitorowa¢ aktywno$¢ ruchows (41)(42)(43)(44)(45) w okresie przed odsadzeniem i w wieku dorostym.
W odniesieniu do badaii w czasie odsadzania zob. pkt 32. Sesja badawcza powinna by¢ na tyle dluga, aby
wykazal w jej trakcie habituacje grup kontrolnych nieobjetych narazeniem. Wyraznie zaleca si¢ wykorzystanie
aktywnosci ruchowej do oceny rozwoju zachowan. Jezeli wykorzystuje si¢ ja do badania rozwoju zachowan, we
wszystkich sesjach badawczych prowadzonych przed odsadzeniem powinno si¢ poddawaé ocenie te same zwie-
rzeta. Badanie powinno odbywac sie wystarczajaco czesto, aby oceni¢ rozw6j habituacji w trakcie danej sesji (44).
W tym celu mogg by¢ wymagane trzy lub wigcej okreséw czasu, obejmujace okres przed odsadzeniem i dzief
odsadzenia (np. dni 13, 17, 21. po urodzeniu). Badanie tych samych zwierzat lub zwierzat z jednego
miotu powinno takze mie¢ miejsce w odniesieniu do zwierzat dorostych tuz przed zakonczeniem badania (np.
dzien 60-70. po urodzeniu). W razie potrzeby mozna przeznaczy¢ dodatkowe dni na badanie. Nalezy monito-
rowaé aktywno$¢ ruchows za pomocy zautomatyzowanego sprzetu do rejestrowania aktywnosci, ktéry powinien
by¢ w stanie wykry¢ zaréwno wzrost, jak i obnizenie aktywnosci (tj. podstawowy poziom aktywno$ci mierzony
przez urzadzenie nie powinien by¢ tak niski, aby uniemozliwi¢ wykrycie obnizenia aktywnosci, ani tak wysoki,
aby uniemozliwi¢ wykrycie jej wzrostu). Kazde urzadzenie powinno zostaé przetestowane w ramach standardo-
wych procedur, aby zapewni¢ na ile to tylko mozliwe niezawodno§¢ dzialania poszczegélnych urzadzen w
poszczeg6lnych dniach. Na ile to mozliwe eksperymentalne grupy powinny zostaé przydzielone réwnomiernie do
poszczeg6lnych urzadzen. Kazde zwierze nalezy bada¢ indywidualnie. Nalezy réwnomiernie dostosowal grupy
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eksperymentalne do pér dnia badania, aby uniknaé zakl6cenia wywolanego dobowym rytmem aktywnosci biolo-
gicznej. Nalezy dolozy¢ starari, aby rozbiezno$ci w warunkach badania byly minimalne i niepowigzane systema-
tycznie z podawaniem. Do zmiennych, ktére moga wplynaé na wiele skladowych pomiaru zachowania, w tym
aktywno$¢ ruchows, nalezg poziom diwigku, rozmiar i ksztalt klatki do badafi, temperatura, wilgotnosé
wzgledna, warunki $wietlne, zapachy, stosowanie klatki macierzystej lub nowatorskiej klatki do badan i zakl6cenia
§rodowiskowe.

Funkcje motoryczno-sensoryczne

36. Nalezy szczegdlowo zbadaé funkcje motoryczno-sensoryczne co najmniej raz w okresie dojrzewania i raz na
wezesnym etapie dorostosci (np. dzien 60-70. po urodzeniu). W odniesieniu do badan w czasie odsadzania zob.
pkt 32. Nalezy przeprowadzi¢ ilo§¢ testow wystarczajacg do zapewnienia odpowiedniego ilosciowego prdbko-
wania modalnosci sensorycznych (np. somatosensorycznych, rownowagi) i funkcji motorycznych (np. sita, koor-
dynacja). Niektore przyklady badan dotyczacych funkcji motoryczno-sensorycznych obejmujg odruch prostowania
sie (46), odruch przyjmowania prawidlowej pozycji (47)(48), habituacje do naglych dzwigkéw (40)(49)(50)(51)
(52)(53)(54) oraz potencjaly wywolane (55).

Badania dotyczace uczenia si¢ i pamigci

37.  Po odsadzeniu (np. w dniu 25. £ 2 po urodzeniu) i w odniesieniu do mlodych dorostych (dziefi 60. po urodzeniu
i starsze) nalezy przeprowadzi¢ badanie asocjacyjnego uczenia si¢ i pamieci. W odniesieniu do badan w czasie
odsadzania zob. pkt 32. Na tych dwdch etapach rozwojowych mozna zastosowaé to samo badanie lub rézne
badania. Dopuszcza si¢ pewna elastyczno$¢ w wyborze badania (badan) w odniesieniu do uczenia si¢ i pamieci u
szczuréw odsadzanych i dorostych. Badania musza by¢ jednak skonstruowane w taki sposéb, aby spelnialy dwa
kryteria. Po pierwsze, nalezy ocenia¢ uczenie si¢ jako zmiang w szeregu powtarzanych prob lub sesji uczenia si¢
lub, w badaniach skladajacych si¢ z pojedynczej préby, w odniesieniu do warunku kontrolujacego nieasocjacyjne
skutki przyzwyczajenia. Po drugie, oprécz podstawowego uczenia si¢ (przyswajania) badania powinny obejmowaé
niekt6re pomiary pamieci (krtkotrwalej lub dtugotrwalej), ale nie mozna odnotowac tego pomiaru pamieci, jezeli
brak jest pomiaru przyswajania uzyskanego w tym samym badaniu. Jezeli badania uczenia si¢ i pamigci wykaza
wplyw badanej substancji chemicznej, mozna rozwazy¢ przeprowadzenie dodatkowych badan w celu wykluczenia
alternatywnych interpretacji na podstawie zmian w zdolnosciach sensorycznych, motywacyjnych lub motorycz-
nych. Poza powyzszymi dwoma kryteriami zaleca si¢, aby wybér badania dotyczacego uczenia si¢ i pamigci byt
oparty na wykazanej w badaniu czulosci na klas¢ badanej substancji chemicznej, jezeli informacje dotyczaca tej
wrazliwo$ci mozna znalez¢ w literaturze. W przypadku braku takiej informacji przyklady badan, ktére moglyby
zostal przeprowadzone, aby spelni¢ powyzsze kryteria, obejmuja: unikanie bierne (43)(56)(57), opdznienie w
orientacji przestrzennej w przypadku dorostych szczuréw (58) i szczuréw tuz po urodzeniu (59), warunkowanie
wechowe (43)(60), labirynt wodny Morrisa (61)(62)(63), labirynt Biela lub labirynt typu Cincinnati (64)(65),
koncentrycznie ramienny labirynt (66), labirynt typu T (43) oraz nabycie i utrzymanie zachowan kontrolowanych
zgodnie z planem (26)(67)(68). Dodatkowe badania opisano w literaturze dotyczacej szczuréw odsadzonych (26)
(27) i dorostych szczurdéw (19)(20).

Sekcja zwlok
38.  Po odsadzeniu potomstwa matki mozna podda¢ eutanazji.

39.  Ocena neuropatologiczna potomstwa zostanie przeprowadzona przy uzyciu tkanek zwierzat uSmierconych w
spos6b humanitarny w dniu 22. po urodzeniu lub we wcze$niejszym punkcie czasowym miedzy dniem 11. a 22.
po urodzeniu oraz na koniec badania. W przypadku potomstwa u$mierconego w dniu 22. po urodzeniu nalezy
oceni¢ tkanki mézgu, a w przypadku zwierzat uSmierconych na koniec badania nalezy oceni¢ zaréwno tkanki
oSrodkowego ukladu nerwowego, jak i tkanki obwodowego ukladu nerwowego. Zwierzeta uSmiercone w dniu
22. po urodzeniu lub wczesniej mogg zostaé utrwalone za pomoca zanurzenia lub perfuzji. Zwierzeta uSmiercone
na koniec badania nalezy utrwali¢ za pomoca perfuzji. Na wszystkich etapach preparowania probek tkanek,
poczawszy od procesu perfuzji zwierzat przez wycinanie probek tkanki, przetwarzanie tkanki i barwienie prepa-
ratéw, nalezy stosowaé zréwnowazony schemat, tak aby kazda seria zawierala reprezentatywne prébki z kazdej
grupy dawkowania. Dodatkowe wytyczne dotyczace neuropatologii mozna znalezé w dokumencie zawierajacym
wytyczne OECD nr 20 (9), zob. réwniez (103).

Przetwarzanie probek tkanki

40. Nalezy odnotowaé wszystkie powazne anomalie dostrzegalne podczas autopsji. Pobrane probki tkanek powinny
reprezentowal wszystkie gléwne obszary ukladu nerwowego. Probki tkanek nalezy przechowywaé w odpo-
wiednim utrwalaczu i przetwarzaé zgodnie z opublikowanymi znormalizowanymi protokolami histologicznymi
(69)(70)(71)(103). Dopuszczalne jest zanurzenie tkanek osrodkowego ukladu nerwowego i obwodowego ukladu
nerwowego w parafinie, ale stosowanie osmu po utrwaleniu wstepnym wraz z zanurzeniem w Zywicach epoksy-
dowych moze by¢ odpowiednie, gdy wymagany jest wyzszy stopien rozdzielczosci (np. w przypadku nerwéw
obwodowych, gdy podejrzewa si¢ neuropatiec obwodows, lub w przypadku analizy morfometrycznej nerwéw
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obwodowych). Tkanke mézgows zgromadzong do celéw analizy morfometrycznej nalezy zanurzy¢ w odpowied-
nich roztworach w odniesieniu do wszystkich dawek w tym samym czasie, aby unikng¢ pojawienia si¢ artefaktéw
bedacych efektem kurczenia si¢ pobranego materialu, co moze by¢ zwigzane z przedtuzonym przechowywaniem
w utrwalaczu (6).

Badanie neuropatologiczne
41.  Cele obserwacji jako$ciowej sg nastepujace:

(i) identyfikacja obszaréw w ukladzie nerwowym wykazujacych dowody zmian neuropatologicznych;

(ii) identyfikacja rodzajéw zmian neuropatologicznych wynikajacych z narazenia na dzialanie badanej substancji
chemicznej; oraz

(ili) okreslenie zakresu dotkliwo$ci zmian neuropatologicznych.

Odpowiednio wyszkolony patolog powinien zbada¢ mikroskopowo reprezentatywne wycinki histologiczne
probek tkanek pod katem wystapienia zmian neuropatologicznych. Wszystkim zmianom neuropatologicznym
nalezy przypisa¢ subiektywny stopien wskazujacy dotkliwo$¢. Barwniki hemotaksylina i eozyna moga by¢ wystar-
czajgce do przeprowadzenia oceny wycinkéw mézgu zwierzgt uSmierconych w sposéb humanitarny w dniu 22.
po urodzeniu lub wczesniej. W odniesieniu do wycinkéw tkanek osrodkowego ukladu nerwowego i obwodowego
ukladu nerwowego pochodzacych od zwierzgt usmierconych na koniec badania zaleca si¢ jednak barwnik mieliny
(np. luxol fast blueffiolet krezylowy) i barwnik srebrny (do barwienia metodg Bielschowsky'ego lub Bodiana
(srebrzenie)). Z zastrzezeniem profesjonalnego osadu patologa i rodzaju zaobserwowanych zmian mozna uznaé
adekwatno$¢ innych barwnikéw do identyfikowania i scharakteryzowania szczegdlnych rodzajéw zmian (np.
kwasne bialko widkienkowe (GFAP) lub histochemia lektyn do oceny zmian komoérek glejowych lub mikroglejo-
wych (72), fluorochrom Fluor-Jade do wykrywania martwicy (73)(74), lub barwniki srebrne, w szczeg6lnosci w
odniesieniu do choréb neurodegeneracyjnych (75)).

42.  Nalezy przeprowadzi¢ oceng¢ morfometryczng (iloSciowa), poniewaz uzyskane z niej dane moga poméc w wykry-
waniu skutkéw zwigzanych z podawaniem i s3 cenne w interpretowaniu zwigzanych z podawaniem réznic w
masie mozgu lub morfologii (76)(77). Nalezy pobra¢ probki tkanki nerwowej i spreparowal je w celu umozli-
wienia przeprowadzenia oceny morfometrycznej. Ocena morfometryczna moze obejmowaé np. pomiary liniowe
lub powierzchniowe okreslonych obszaréw moézgu (78). Pomiary liniowe lub powierzchniowe wymagaja zastoso-
wania homologicznych wycinkéw, ktére starannie wybrano na podstawie wiarygodnych, mikroskopowych
punktéw charakterystycznych (6). Mozna zastosowaé stereologi¢ w celu zidentyfikowania zwigzanego z podawa-
niem wplywu na parametry takie jak objeto$¢ lub liczba komoérek w odniesieniu do okre$lonych obszaréw
neuroanatomicznych (79)(80)(81)(82)(83)(84).

43.  Nalezy zbada¢ mézgi pod katem wszelkich dowodéw zmian neuropatologicznych zwigzanych z podawaniem i
pobra¢ odpowiednie probki ze wszystkich gléwnych obszaréw mézgu (np. opuszkéw wechowych, kory mézgu,
hipokampu, jadra podstawnego, wzgérza, podwzgorza, Srédmoézgowia (pokrywy Srédmoézgowia, nakrywki $rod-
moézgowia i konaréw moézgu), mostu, rdzenia przedluzonego, moézidzka), aby zapewni¢ dokladnos$¢ badania.
Wazne jest, aby wycinki od wszystkich zwierzat zostaly pobrane w tej samej plaszczyznie. W odniesieniu do zwie-
rzat dorostych u$mierconych w sposéb humanitarny na koniec badania nalezy pobra¢ probki reprezentatywnych
wycinkéw rdzenia kregowego i obwodowego ukladu nerwowego. Obszary badane powinny obejmowaé oko z
nerwem wzrokowym i siatkéwka, rdzei kregowy na poziomie opuchnigtych kregéw szyjnych i ledzwiowych,
wiokno korzeni grzbietowych i brzusznych, proksymalny odcinek nerwu kulszowego, proksymalny odcinek
nerwu piszczelowego (przy kolanie) i galezie mig$niowe nerwu piszczelowego. Skrawki rdzenia kregowego i
nerwow obwodowych powinny obejmowa¢ przekroje poprzeczne i podluzne.

44.  Oprécz zmian komérkowych (np. wakuolizacji neuronéw, degeneracji, martwicy) i zmian tkanek (np. glejozy,
nacieku leukocytéw, torbieli) ocena neuropatologiczna powinna obejmowaé badanie pod katem wskaznikéw
zaburzefi rozwojowych w ukladzie nerwowym (6)(85)(86)(87)(88)(89). W tym wzgledzie wazne jest odr6znienie
skutkéw zwigzanych z podawaniem od zwyklych zjawisk zwigzanych z rozwojem, o ktérych wiadomo, ze
wystapia w stadium rozwojowym odpowiadajacym czasowi u$miercenia (90). Przyklady znacznych zmian, ktére
wskazujg na nieprawidlowy rozwdj, obejmujg miedzy innymi:

— zmiany wielkosci lub ksztattu opuszek wechowych, mézgu lub mézdzka,

— zmiany wzglednej wielkosci réznych obszaréw moézgu, w tym zmniejszenia lub powigkszenia wielkosci
obszaréw wynikajace ze straty lub utrzymywania si¢ zwykle przejSciowych populacji komoérek badZ rzutéw
neuronéw (np. zewnetrzne listki zarodkowe moézdzka, cialo modzelowate),

— zmiany w proliferacji, migracji i réznicowaniu, na ktére wskazuja obszary nadmiernej apoptozy lub martwicy,
skupiska lub rozproszone populacje ektopowych, zdezorientowanych lub zdeformowanych neuronéw lub
zmian we wzglednej wielkosci réznych warstw struktur korowych,
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— zmiany w strukturach mielinacji, w tym ogélna redukcja wielkosci lub zmienione barwienie struktur mielino-
wych,

— oznaki wodoglowia, w szczegblnoici powigkszenie komor, zwezenie wodociggu moézgu i coraz ciefisze
pétkule mézgu.

Analiza zaleznosci dawka-odpowiedZ w zmianach neuropatologicznych

45. Do celéw przeprowadzenia neuropatologicznej analizy jakoSciowej i ilociowej zaleca si¢ stosowanie nastepuja-
cych procedur sekwencyjnych. Po pierwsze, wycinki z grupy otrzymujacej wysoka dawke poréwnuje si¢ z wycin-
kami pozyskanymi z grupy kontrolnej. Jezeli u zwierzecia z grupy otrzymujacej wysoka dawke nie wykryto
zadnych zmian neuropatologicznych, dalsze analizy nie s3 wymagane. Jezeli w grupie otrzymujgcej wysokg dawke
wystepuja zmiany neuropatologiczne, poddaje si¢ badaniom zwierzgta z grupy otrzymujacej Srednia dawke i z
grupy otrzymujacej niska dawke. W przypadku gdy grupa otrzymujagca wysoka dawke zostaje wyeliminowana ze
wzgledu na $mier¢ lub inng zakldcajacy toksycznosé, nalezy zbadaé grupy otrzymujace Srednia i niska dawke pod
katem zmian neuropatologicznych. W przypadku wystapienia jakiejkolwiek oznaki neurotoksycznosci w grupach
otrzymujgcych nizsze dawki nalezy przeprowadzi¢ w tych grupach badanie neuropatologiczne. Jezeli podczas
badania jakosciowego lub ilosciowego wykryto jakiekolwiek zmiany neuropatologiczne zwigzane z podawaniem,
nalezy okresli¢ zalezno$¢ tej zmiany od dawki oraz czgstotliwos¢ i stopien dotkliwosci zmian patologicznych lub
zmian morfometrycznych na podstawie oceny wszystkich zwierzat ze wszystkich grup dawkowania. Nalezy objaé
tg ocena wszystkie obszary mézgu, w ktorych wystepuja jakiekolwiek oznaki zmian neuropatologicznych. W
odniesieniu do kazdego rodzaju zmiany patologicznej nalezy opisa cechy charakterystyczne stosowane przy
okreslaniu kazdego stopnia dotkliwosci, wskazujac na te cechy, ktore réznicuja poszczegéblne stopnie. Nalezy
odnotowaé czestotliwo$¢ wystepowania kazdego rodzaju zmiany i stopien jej dotkliwosci oraz przeprowadzié
analiz¢ statystyczng w celu dokonania oceny charakteru zaleznosci dawka-odpowiedZ. Zaleca si¢ stosowanie zako-
dowanych szkielek laboratoryjnych (91).

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC

Dane

46. Dane nalezy odnotowywal oddzielnie w formie zestawienn tabelarycznych przedstawiajacych w odniesieniu do
kazdej grupy badanej rodzaj zmiany i liczbe matek, liczb¢ potomstwa w podziale na ple¢ i liczbe miotéw, u
ktérych wystapit kazdy rodzaj zmiany. Jezeli przeprowadzono bezposrednie narazenie potomstwa po urodzeniu,
nalezy odnotowa¢ droge, czas trwania i okres narazenia.

Ocena i interpretacja wynikow

47. Badanie neurotoksycznosci rozwojowej dostarczy informacji na temat wplywu powtarzanego narazenia na
substancj¢ chemiczng podczas rozwoju in utero i wczesnego rozwoju po urodzeniu. Poniewaz szczegdlng uwage
przywiazuje si¢ do punktéw koncowych toksycznosci ogdlnej i neurotoksycznosci rozwojowej, wyniki badania
pozwolg na odréznienie skutkéw neurorozwojowych wystepujacych przy braku ogélnej toksycznosci matczynej
od wystepujacych jedynie na poziomach, ktére s toksyczne réwniez dla matki. Ze wzgledu na zlozone wzajemne
powigzania migdzy projektem badania, analiza statystyczng i biologicznym znaczeniem danych odpowiednia
interpretacja danych dotyczacych neurotoksycznosci rozwojowej bedzie wymagala profesjonalnego osadu (107)
(109). Przy interpretowaniu wynikéw badania nalezy stosowal podejscie wagi dowodéw (20)(92)(93)(94). Nalezy
oméwi¢ wzory wynikéw badan behawioralnych lub morfologicznych, jezeli wystepuja, oraz dowody zaleznosci
dawka-odpowiedz. W tej charakterystyce nalezy zawrze¢ dane pochodzace ze wszystkich badan powigzanych z
oceng neurotoksycznosci rozwojowej, w tym badari epidemiologicznych lub studiow przypadkéw u ludzi, i badan
na zwierzgtach doswiadczalnych (np. dane toksykokinetyczne, informacje dotyczace zwigzku miedzy strukturg a
dzialaniem, dane z innych badan toksyczno$ci). Obejmuja one zwigzek miedzy dawkami badanej substancji
chemicznej a obecnoscig lub brakiem, czgstotliwo$cig wystgpowania i zakresem kazdego skutku neurotoksycz-
nego w odniesieniu do kazdej plci (20)(95).

48.  Ocena danych powinna obejmowaé omdwienie istotnosci biologicznej i statystycznej. Nalezy postrzegaé analize
statystyczng raczej jako narzedzie, ktére nie determinuje interpretacji danych, a tylko wskazuje sposéb. Brak istot-
nosci statystycznej nie powinien stanowi¢ jedynego uzasadnienia dla stwierdzenia braku skutkéw zwigzanych z
podaniem, tak jak istotno$¢ statystyczna nie powinna stanowi¢ jedynego uzasadnienia dla stwierdzenia skutkéw
zwigzanych z podaniem. Aby chroni¢ przed ewentualnie falszywie ujemnymi wynikami i trudno$ciami wigzacymi
sie nieodlacznie z »przeprowadzaniem dowodu negatywnego«, nalezy oméwi¢ dostepne dane dotyczace dodatniej
i historycznej kontroli, zwlaszcza jezeli nie wystepuja skutki zwiazane z podaniem (102)(106). Nalezy omowi¢
prawdopodobiefistwo falszywie dodatnich wynikow w kontekscie calkowitej oceny statystycznej danych (96).
Ocena powinna obejmowaé zwigzek, jezeli taki wystepuje, miedzy obserwowanymi zmianami neuropatologicz-
nymi i behawioralnymi.
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49.

50.

Nalezy przeanalizowa¢ wszystkie wyniki, stosujgc modele statystyczne odpowiednie do schematu do$wiadczal-
nego (108). Nalezy uzasadni¢ wyb6r analizy parametrycznej lub nieparametrycznej, uwzgledniajac czynniki takie
jak charakter danych (przetworzone lub nieprzetworzone) i ich rozklad oraz wzgledna odpornos¢ wybranej
analizy statystycznej. Wybér analizy statystycznej powinien by¢ podyktowany celem i projektem badania, aby
ograniczy¢ do minimum bledy typu I (falszywie dodatnie) i typu II (falszywie ujemne) (96)(97)(104)(105). W
badaniach rozwojowych, w ktérych wykorzystuje si¢ gatunki wielorodne i w ktérych badaniom poddana jest
wigksza liczba mlodych z danego miotu, nalezy uwzgledni¢ miot w modelu statystycznym, aby uniknaé zbyt
wielu bledéw typu I (98)(99)(100)(101). Statystyczng jednostka miary powinien by¢ miot, a nie mlode. Do$wiad-
czenia powinny by¢ zaprojektowane w taki sposéb, aby zwierzeta z jednego miotu nie byly traktowane jak
oddzielne obiekty obserwacji. Nalezy kilkakrotnie przeprowadzi¢ analiz¢ kazdego punktu koficowego mierzonego

w tym samym podmiocie, stosujac modele statystyczne, ktére wyjasniaja zaleznos¢ tych pomiardw.
Sprawozdanie z badania

Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastepujace informacje:

Badana substancja chemiczna:

— charakter fizyczny i, w stosownych przypadkach, wlasciwosci fizykochemiczne,
— dane identyfikacyjne, w tym Zrédto,

— czysto$¢ preparatu i znane lub przewidywane zanieczyszczenia.

Nosnik (w stosownych przypadkach):

— uzasadnienie wyboru noénika, jezeli jest inny niz woda lub roztwor soli fizjologicznej.

Badane zwierzgta:

— wykorzystany gatunek i szczep oraz uzasadnienie, jezeli wykorzystano inne zwierzeta niz szczury,
— dostawca badanych zwierzat,

— liczba zwierzat, ich wiek na poczatku badan i ich ple¢,

— zrédlo pochodzenia, warunki trzymania, pasza, woda itp.,

— masa ciala kazdego zwierzecia na poczatku badania.

Warunki badania:

— uzasadnienie w odniesieniu do wyboru poziomu dawki,

— uzasadnienie w odniesieniu do drogi dawkowania i okresu dawkowania,

— specyfikacje w zakresie podawanych dawek, w tym szczegdly dotyczace nosnika, objetosci i formy fizycznej

podawanego materiatu,

— szczeglly dotyczace przygotowania formy uzytkowej badanej substancji chemicznej/przygotowania paszy,

uzyskanego stezenia, trwalosci i jednorodnosci preparatu,

— metoda stosowana do niepowtarzalnej identyfikacji matek i potomstwa,

— szczegblowy opis procedur(-y) randomizacji stosowanych(-¢j) do przydzielania matek do grup badanych,

doboru mlodych do eliminacji i przydzielania mtodych do grup eksperymentalnych,

— szczegdly dotyczace podawania badanej substancji chemicznej,

— w stosownych przypadkach przeliczenie stezen (ppm) badanej substancji chemicznej w paszy/wodzie pitnej

lub roztworze do inhalacji na dawke faktyczng (mg/kg masy ciata/dzien),
— warunki $rodowiskowe,
— szczeglly dotyczace jakosci pokarmu i wody (np. kranowa, destylowana),

— daty rozpoczecia i zakonczenia badania.
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Obserwacje i procedury badawcze:

— szczegblowy opis procedur stosowanych do standaryzacji obserwacji i procedur oraz definicji operacyjnych do
celéw punktowego oceniania obserwacji,

— wykaz wszystkich procedur badawczych i uzasadnienie ich zastosowania,

— szczegdly dotyczace zastosowanych procedur badan behawioralnych/funkcjonalnych, patologicznych, neuro-
chemicznych lub elektrofizjologicznych, w tym informacje i szczegdly dotyczace urzadzen automatycznych,

— procedury kalibracji i zapewniania réwnowaznosci urzadzen oraz bilansowanie grup eksperymentalnych w
procedurach badawczych,

— krotkie uzasadnienie wyjasniajace wszelkie decyzje wiazace si¢ z profesjonalnym osgdem.

Wyniki (indywidualne i zbiorcze, w tym Srednia i wariancja w stosownych przypadkach):

— liczba zwierzat na poczatku badania i liczba zwierzat na koficu badania,

— liczba zwierzat i miotéw wykorzystanych do kazdej metody badawczej,

— numer identyfikacyjny kazdego zwierzecia i miot, z ktérego pochodzi,

— liczebno$¢ miotu i jego Srednia wazona przy urodzeniu w podziale na ple¢,

— masa ciala i dane dotyczace zmiany masy ciala, w tym masa ciala matek i potomstwa na koniec badan,

— dane dotyczace spozycia pokarmu oraz, w razie potrzeby, wypitej wody (np. jezeli badana substancja
chemiczna jest podawana z woda),

— dane dotyczace reakcji toksycznej wedlug plci i dawki, w tym objawy toksycznosci lub $miertelnosé, w
stosownych przypadkach z podaniem czasu i przyczyny $mierci,

— charakter szczegétowych obserwacji klinicznych, ich dotkliwo$¢, czas trwania, dzien rozpoczecia, pora dnia i
ich pdzniejszy przebieg,

— wynik punktowy w odniesieniu do kazdego charakterystycznego punktu rozwojowego (masy ciala, dojrzatosci
plciowej i rozwoju zachowan) z kazdego okresu obserwacji,

— szczegblowy opis wszystkich wynikéw badan behawioralnych, funkcjonalnych, neuropatologicznych, neuro-
chemicznych, elektrofizjologicznych wedtug plci, w tym wzrosty i spadki w poréwnaniu do grupy kontrolne;j,

— wyniki sekcji zwlok,
— masy mozgéw,

— wszelkie diagnozy postawione na podstawie objawéw neurologicznych i zmian patologicznych, w tym poja-
wiajgce si¢ w sposob naturalny choroby lub warunki,

— obrazy przykladowych wynikéw badan,
— obrazy z urzadzen o malej mocy do oceny homologii wycinkéw zastosowanych do celéw morfometrii,

— dane dotyczace wchlaniania i metabolizmu, w tym dane uzupelniajace z odrgbnych badan toksykokinetycz-
nych, jezeli s dostepne,

— statystyczne opracowanie wynikéw, w tym modele statystyczne zastosowane w celu analizy danych, i wyniki,
niezaleznie od tego, czy byly istotne,

— wykaz personelu badawczego, w tym odbyte szkolenia zawodowe.

Oméwienie wynikow:

— informacje dotyczace zaleznosci dawka-odpowiedz wedlug plci i grupy,

— zwigzek wszelkich innych skutkéw toksycznych z wnioskiem dotyczacym neurotoksycznego potencjatu
badanej substancji chemicznej wedtug pici i grupy,
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— wplyw wszelkich informacji toksykokinetycznych na wnioski,

— podobieristwa skutkéw do jakichkolwiek znanych $rodkéw neurotoksycznych,

— dane potwierdzajace wiarygodno$¢ i czuto$¢ metody badawczej (np. dodatnie i historyczne dane kontrolne),
— zwiagzki, jezeli wystepuja, miedzy skutkami neuropatologicznymi a czynnosciowymi,

— NOAEL lub dawka wyznaczajagca w odniesieniu do matek i potomstwa wedlug plci i grupy.

Whioski:

— omowienie ogdlnej interpretacji danych na podstawie wynikéw, w tym wniosek dotyczacy tego, czy badana
substancja chemiczna spowodowala neurotoksycznos¢ rozwojowa, i NOAEL.
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Rysunek 1

Ogélny schemat badain w odniesieniu do badafi behawioralnych/funkcjonalnych, oceny neuropatologicznej i
mas mozg6éw. Ponizszy diagram jest oparty na opisach z pkt 13-15. Przyklady przydzielania zwierzat znajduja
si¢ w dodatku 1.

Okolo 20 mioté6w/grupe

Potomstwo: okolo 80/ple¢/grupe:

Dobrane w dniu 4. po urodzeniu lub wczeéniej w odniesieniu do
badan przed- i poodsadzeniowych

Obserwagje kliniczne i masa ciala (wszystkie zwierzeta)
Szczegdlowe obserwacje kliniczne (20/plec/grupe)
Rozwdj behawioralny (20/plec/grupe)
Aktywnos¢ motoryczna (20/pleé/grupe)
Dojrzewanie plciowe (20/plec/grupe)

Funkgja sensoryczna i motoryczna (20/pleé/grupe)
Uczenie si¢ i pamie¢ (10-20/pleé/grupe)

A 4
Neuropatologia: Neuropatologia: Neuropatologia nie jest
dziefi 11-22 po urodzeniu dziefi 70 po urodzeniu Wwymagana
10/plec/grupe: Oflet Jacaid 40-50/plec/grupe:
Zanurzenie lub utrwalenie 10/plec/grupe:
perfuzyjne mézgéw do oceny Zanurzenie lub utrwalenie
neuropatologicznej. Masa perfuzyjne mézgdw do oceny
mézgu (utrwalonego) neuropatologicznej.
Wariant: dodatkowe badania 10/pteé/grupe: Wariant: dodatkowe badania
10/ple¢/grupe: Masa mézgu (nieutrwalonego)
Masa mézgu (nieutrwalonego)
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Dodatek 1

1. Ponizej opisano i przedstawiono w formie tabeli przyklady ewentualnych przydzialéw. Przyklady te maja na celu
ukazaé, ze przydzial zwierzat objetych badaniem do réznych modeli badania moze przebiega¢ na wiele
Sposob6w.

Przyklad 1

2. Do badania rozwoju zachowan w okresie przedodsadzeniowym wykorzystuje si¢ grupe 20 miodych/ple¢/dawke
(tj. 1 samca i 1 samicg na miot). Spoéréd tych zwierzat 10 mlodych/ple¢/dawke (tj. 1 samiec lub 1 samica na
miot) jest uSmiercanych w sposéb humanitarny w dniu 22 po urodzeniu. Ich mézgi s3 usuwane, wazone i prze-
twarzane do oceny histopatologicznej. Poza tym gromadzi si¢ dane dotyczace masy mozgu, stosujac nieutrwalone
mozgi pozostatych 10 samcéw i 10 samic na dawke.

3. Kolejng grupe 20 zwierzat/pleé/dawke (fj. 1 samca i 1 samice na miot) wykorzystuje si¢ do badan funkcjonal-
nych/behawioralnych w okresie poodsadzeniowym (szczegétowych obserwacji klinicznych, aktywnosci ruchowej,
reakcji na nagly dzwiek i badania funkcji poznawczej u zwierzat w okresie dojrzewania) i oceny wieku dojrze-
wania plciowego. Sposrdd tych osobnikéw 10 zwierzat/pte¢/dawke (tj. 1 samiec lub 1 samica na miot) zostaje
znieczulonych i utrwalonych przez perfuzje na koniec badania (okoto dnia 70 po urodzeniu). Po dodatkowym
utrwaleniu in situ usuwa si¢ mozg i przetwarza si¢ go w celu oceny neuropatologiczne;j.

4. W badaniu funkcji poznawczej u mlodych dorostych (np. dzien 60-70 po urodzeniu) wykorzystuje si¢ trzecia
grupe 20 miodych/pleé/dawke (tj. 1 samca i 1 samicg na miot). Sposrdd tych osobnikéw 10 zwierzat/ple¢/dawke
(tj. 1 samiec lub 1 samica na miot) zostaje uSmierconych na koniec badania, a ich mdzgi s3 usuwane i wazone.

5. Pozostale 20 zwierzat/ple¢/grupe zachowuje si¢ do mozliwych dodatkowych badan.

Tabela 1
Mmooty | bemiodst
m f
1 5 20m + 20 f Rozwdj zachowan
10m+ 10 f Masa mézgu/neuropatologia/morfometria w dniu 22 po
urodzeniu
10m + 10 f Masa mézgu w dniu 22 po urodzeniu
2 6 20m+20f Szczegblowe obserwacje kliniczne
20m + 20 f Aktywnos¢ ruchowa
20m+20f Dojrzatos¢ plciowa
20m+20f Funkcje motoryczno-sensoryczne
20m+20f Uczenie si¢ i pamig¢ (dzien 25 po urodzeniu)
10m+ 10 f Masa moézgu/neuropatologia/morfometria mlodego dorostego
w dniu 70 po urodzeniu
3 7 20m+ 20 f Uczenie si¢ i pamigé (mtode doroste)
10m+10f Masa mézgu mlodego dorostego w dniu 70 po urodzeniu
4 8 — Zatrzymanie zwierzat w celu wymiany lub w celu dodatko-
wych badan

() W tym przykladzie mioty zostaly ograniczone do 4 samcéw (m) + 4 samic (f); mtode samce oznaczono numerami od 1
do 4, a mlode samice od 5 do 8.
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Przyklad 2

6. Do badania rozwoju zachowan w okresie przedodsadzeniowym wykorzystuje si¢ grupe 20 mlodych/pleé/dawke
(tj. 1 samca i 1 samic¢ na miot). Sposrdd tych zwierzat 10 mlodych/ple¢/dawke (1 samiec lub 1 samica na miot)
jest usmiercanych w sposéb humanitarny w dniu 11 po urodzeniu. Ich mézgi s3 usuwane, wazone i przetwarzane
do oceny histopatologicznej.

7. Inng grupe 20 zwierzat/ple/dawke (1 samiec i 1 samica na miot) wykorzystuje si¢ do badan po odsadzeniu
(szczegbtowych obserwacji klinicznych, aktywnosci ruchowej, oceny wieku dojrzewania plciowego oraz funkeji
motoryczno-sensorycznych). Sposréd tych osobnikéw 10 zwierzat/pte¢/dawke (tj. 1 samiec lub 1 samica na miot)
zostaje znieczulonych i utrwalonych przez perfuzje na koniec badania (okoto dnia 70 po urodzeniu). Po dodat-
kowym utrwaleniu in situ usuwa si¢ mozg, wazy si¢ go i przetwarza w celu oceny neuropatologicznej.

8. W badaniu funkcji poznawczej u osobnikéw dojrzewajacych i mlodych dorostych wykorzystuje si¢ 10 mlodych/
ple¢/dawke (tj. 1 samca lub 1 samice na miot). Do celéw badan funkcji poznawczej w dniu 23 po urodzeniu i u
milodych dorostych wykorzystuje si¢ inne zwierzeta. Na koniec badania 10 zwierzat/ple¢/grupe objetych badaniem
jako doroste zostaje uSmierconych, a ich mézgi s3 usuwane i wazone.

9.  Pozostale 20 zwierzat/ple¢/grupe niewybranych do badan u$mierca si¢ i utylizuje przy odsadzaniu.
Tabela 2
Nr mlodego (%) Liczba mlodych .
przydzielonych do badania Badanie
m f
1 5 20m+20f Rozwéj zachowan
10m + 10 f Masa moézgu/neuropatologia/morfometria w dniu 11 po
urodzeniu
2 6 20m+20f Szczegbtowe obserwacje kliniczne
20m+20f Aktywnos¢ ruchowa
20m+20f Dojrzato$¢ plciowa
20m+ 20 f Funkcje motoryczno-sensoryczne
10m+10f Masa mézgu/neuropatologia/morfometria mtodego dorostego
w dniu 70 po urodzeniu
3 7 10 m + 10 f () Uczenie si¢ i pamig¢ (dzien 23 po urodzeniu)
3 7 10 m + 10 f () Uczenie si¢ i pamigé (mtode doroste)
Masa mézgu miodego dorostego
4 8 — Zwierzgta u$miercone i zutylizowane w dniu 21 po urodzeniu

() W tym przykladzie mioty zostaly ograniczone do 4 samcéw (m) + 4 samic (f); mlode samce oznaczono numerami od 1
do 4, a mlode samice od 5 do 8.

() Do celéow badan funkcji poznawczej w dniu 23 po urodzeniu i u miodych dorostych wykorzystuje si¢ rézne milode
(np. parzyste[nieparzyste mioty z catkowitej liczby 20 miotéw).

Przyklad 3

10. Do celéw pomiaru masy mézgu i oceny neuropatologicznej w dniu 11 po urodzeniu wykorzystuje si¢ grupe 20
miodych/ple¢/dawke (tj. 1 samca i 1 samice na miot). Sposrdd tych zwierzat 10 mlodych/ple¢/dawke (tj. 1 samiec
lub 1 samica na miot) zostaje u$mierconych w sposéb humanitarny w dniu 11 po urodzeniu, a ich mozgi sa
usuwane, wazone i przetwarzane do oceny histopatologicznej. Poza tym gromadzi si¢ dane dotyczace masy
mozgu, stosujgc nieutrwalone mézgi pozostatych 10 samcéw i 10 samic na dawke.
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11.  Kolejng grupe 20 zwierzat/ple¢/dawke (tj. 1 samca i 1 samicg na miot) wykorzystuje si¢ do celéow badania
rozwoju zachowan (aktywnosci ruchowej), badan w okresie po odsadzeniu (aktywnosci ruchowej i oceny wieku
dojrzewania plciowego) i badania funkcji poznawczej u osobnikéw dojrzewajacych.

12.  Nastepng grupe 20 zwierzat/ple¢/dawke (tj. 1 samca i 1 samic¢ na miot) wykorzystuje si¢ do celéw badania
funkcji motoryczno-sensorycznych (reakcja na nagly dzwigk) i szczegdlowych obserwacji klinicznych. Sposréd
tych osobnikéw 10 zwierzat/ple¢/dawke (tj. 1 samiec lub 1 samica na miot) zostaje znieczulonych i utrwalonych
przez perfuzje na koniec badania (okolo dnia 70 po urodzeniu). Po dodatkowym utrwaleniu in situ usuwa si¢
mozg, wazy si¢ go i przetwarza w celu oceny neuropatologicznej.

13. Do badania funkcji poznawczej u mlodych dorostych wykorzystuje si¢ inng grupe 20 mlodych/ple¢/dawke (tj. 1
samca i 1 samicg na miot). Sposréd nich 10 zwierzat/ple¢/dawke (tj. 1 samiec lub 1 samica na miot) zostaje
u$mierconych na koniec badania, a ich mézgi sa usuwane i wazone.

Tabela 3
Nr miodego (¢) Liczba mlodych .
przydzielonych do badania Badanie
m f
1 5 10m+10f Masa mézgu/neuropatologia/morfometria w dniu 11 po
urodzeniu
10m+ 10 f Masa mézgu w dniu 11 po urodzeniu
2 6 20m+20f Rozwéj zachowan (aktywnos¢ ruchowa)
20m+20f Aktywnos¢ ruchowa
20m+20f Dojrzewanie plciowe
20m+20f Uczenie si¢ i pamig¢ (dzien 27 po urodzeniu)
3 7 20m+20f Reakcja na nagly dzwick (osobniki dojrzewajace i mtode
doroste)
20m+20f Szczegblowe obserwacje kliniczne
10m+10f Masa mézgu/neuropatologia/morfometria mtodego dorostego
w dniu 70 po urodzeniu
4 8 20m+ 20 f Uczenie si¢ i pamigé (mtode doroste)
10m+10f Masa mézgu mlodego dorostego

() W tym przykladzie mioty zostaly ograniczone do 4 samcéw (m) + 4 samic (f); mlode samce oznaczono numerami od 1
do 4, a mlode samice od 5 do 8.
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Dodatek 2

Definigje:
Substancja chemiczna oznacza substancj¢ lub mieszanine.

Badana substancja chemiczna oznacza kazdg substancje lub mieszaning badang za pomocy opisywanej metody badaw-
czej.
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B.54. TEST BIOLOGICZNY WZROSTU MACICY U GRYZONL KROTKOTERMINOWE BADANIE PRZESIEWOWE WELASCI-
WOSCI ESTROGENNYCH

WPROWADZENIE

1. Niniejsza metoda badawcza jest zgodna z dotyczacy badan wytyczng OECD nr 440 (2007 r.). W 1998 r. OECD
podjela dzialania o wysokim priorytecie, majace na celu zmiang istniejagcych wytycznych i opracowanie nowych
wytycznych na potrzeby badan przesiewowych i badania potencjalnych substancji zaburzajacych funkcjonowanie
ukladu hormonalnego (1). Jednym z elementéw tych dzialan bylo opracowanie wytycznych dotyczacych biolo-
gicznego testu wzrostu macicy u gryzoni. Test biologiczny wzrostu macicy u gryzoni byt nastepnie przedmiotem
rozszerzonego programu walidacyjnego, obejmujacego sporzadzenie szczegbtowego dokumentu ramowego (2)(3)
i przeprowadzenie obszernych wewnatrz- i miedzylaboratoryjnych badan celem wykazania istotnosci i odtwarzal-
nosci testu biologicznego przy uzyciu silnego estrogenu referencyjnego, stabych agonistéw receptoréw estrogeno-
wych, silnego antagonisty receptoréw estrogenowych oraz negatywnej chemicznej substancji odniesienia (4)(5)(6)
(7)(8)(9). Przedmiotowa metoda badawcza B.54 zostala opracowana w oparciu o do§wiadczenia zdobyte w trakcie
programu badain walidacyjnych i wyniki otrzymane za pomoca agonistéw estrogennych w ramach tego
programu.

2. Test biologiczny wzrostu macicy jest krétkoterminowym badaniem przesiewowym, zapoczatkowanym w latach
30. ubieglego wieku (27)(28); po raz pierwszy zostal poddany standaryzacji w odniesieniu do badan przesiewo-
wych przez komitet ekspertéw w 1962 r. (32)(35). Test ten polega na zwigkszeniu masy macicy lub reakecji pole-
gajacej na zwickszeniu masy macicy (w celu dokonania przegladu zob. pkt 29). Test pozwala dokonaé oceny zdol-
nosci substancji chemicznej do wywolywania aktywnosci biologicznej zgodnej z aktywnoscig agonistéw i antago-
nistéw naturalnych estrogenéw (np. estradiolu 17-beta), jednak jest znacznie rzadziej wykorzystywany do wykry-
wania antagonistéw niz do wykrywania agonistow. Macica reaguje na estrogeny na dwa sposoby. Wstepng reakcja
jest wzrost masy w zwigzku z imbibicja wody. Nastepnie dochodzi do przyrostu masy w zwigzku ze rozrostem
tkanki (30). Reakcje macicy u szczuréw i myszy sg poréwnywalne pod wzgledem jakoSciowym.

3. Przedmiotowy test pelni rol¢ badania przesiewowego in vivo i jego stosowanie nalezy postrzega¢ w kontekscie
ram koncepcyjnych OECD w zakresie badani i oceny substancji zaburzajacych funkcjonowanie uktadu hormonal-
nego (»OECD Conceptual Framework for the Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals«)
(dodatek 2). W powyzszych ramach koncepcyjnych test biologiczny wzrostu macicy przypisano do poziomu 3
jako test in vivo pozwalajacy uzyskaé dane dotyczace pojedynczego mechanizmu ukladu hormonalnego, tj. estro-
gennosci.

4. Biologiczny test wzrostu macicy ma zosta¢ wlaczony do zestawu badan in vitro i in vivo w celu identyfikacji
substancji chemicznych, ktére mogag wchodzi¢ w interakcje z ukladem hormonalnym, co ostatecznie doprowadzi
do oceny ryzyka w odniesieniu do zdrowia ludzi i Srodowiska. W programie walidacyjnym OECD zastosowano
zar6wno silnych, jak i slabych agonistéw estrogenu, aby oceni¢ skuteczno$¢ testu pod wzgledem identyfikacji
estrogennych substancji chemicznych (4)(5)(6)(7)(8). W ten sposéb oprécz wykazania dobrej odtwarzalnosci
wewnatrz- i migdzylaboratoryjnej doskonale wykazano takze czuto$¢ procedury badawczej dla agonistéw estro-
genu.

5. Jezeli chodzi o negatywne zwigzki chemiczne, do programu walidacyjnego wlaczono zaledwie jedng »negatywna«
chemiczng substancj¢ odniesienia, w stosunku do ktérej zgltoszono wynik negatywny w biologicznym te$cie
wzrostu macicy, jak réwniez w wigzaniu receptorowym in vitro, ale oceniono dodatkowe dane z badaf niepowia-
zane z programem walidacyjnym OECD, przedstawiajac dalsze dowody na swoisto$¢ biologicznego testu wzrostu
macicy w odniesieniu do badafi przesiewowych agonistéw estrogenu (16).

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

6.  Agoniici i antagonidci estrogenu dzialajg jako ligandy w stosunku do receptoréw estrogenowych a i b i mogg,
odpowiednio, aktywowal lub hamowa¢ dzialanie transkrypcyjne receptoréw. Moze powodowaé to niepozadane
zagrozenia dla zdrowia, w tym wplyw na reprodukcje i rozwdj. W zwigzku z tym istnieje potrzeba dokonania
oceny i zbadania substancji chemicznej jako potencjalnego agonisty lub antagonisty estrogenu. Powinowactwo
ligandu wobec receptora estrogenu lub aktywacja transkrypcji genéw reporterowych in vitro, mimo swojej
warto$ci informacyjnej, stanowi tylko jeden z szeregu determinantéw potencjalnego zagrozenia. Pozostale deter-
minanty moga obejmowaé aktywacje i dezaktywacje metaboliczng w momencie dostania si¢ do organizmu,
dystrybucje do tkanek docelowych i klirens z organizmu, co najmniej czgsciowo w zaleznosci od drogi podawania
i badanej substancji chemicznej. Prowadzi to do koniecznosci przeprowadzenia badan in vivo ewentualnego dzia-
fania substancji chemicznej w odpowiednich warunkach, chyba Ze odpowiednie informacje mozna juz wywnio-
skowaé z wlaSciwosci danej substancji chemicznej w odniesieniu do wchianiania, dystrybucji, metabolizmu i
wydalania. Reakcjg tkanek macicy na stymulacje estrogenami jest nagly i silny wzrost, w szczegdlnosci u gryzoni
laboratoryjnych, w przypadku ktérych cykl estrogenowy trwa okoto 4 dni. Gryzonie, a w szczeg6lnosci szczury,
wykorzystuje si¢ takze powszechnie w badaniach toksycznosci do celéw charakteryzowania zagrozen. W zwigzku
z tym macica gryzoni jest odpowiednim organem docelowym wykorzystywanym do celéw badan przesiewowych
in vivo dotyczacych agonistéw i antagonistow estrogenu.

7. Przedmiotowg metod¢ badawcza opracowano w oparciu o protokoly wykorzystywane w badaniu walidacyjnym
OECD, ktére okazaly si¢ by¢ wiarygodne i powtarzalne w badaniach wewnatrz- i miedzylaboratoryjnych (5)(7).
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Obecnie dostepne sg dwie metody, a mianowicie wykorzystywanie dorostych samic poddanych owariektomii
(metoda badania dorostych osobnikéw poddanych owariektomii) i wykorzystywanie niedojrzalych osobnikéw
niepoddanych owariektomii (metoda badania mlodych osobnikéw). W przypadku obu metod, w ramach
programu walidacyjnego OECD, wykazano poréwnywalng czulo$¢ i odtwarzalno$é. Metoda badania niedojrzatych
osobnikéw jest jednak w pewnym stopniu mniej szczegdlowa, poniewaz posiadajg one nienaruszong o$
podwzgérze-przysadka—gonady (HPG), ale obejmuje szerszy zakres badania niz metoda badania zwierzecia
poddanego owariektomii, poniewaz zwierze niedojrzale moze reagowa¢ na substancje chemiczne, ktére wchodza
w interakcje z osig podwzgorze—przysadka—gonady, a nie tylko z receptorem estrogenu. W przypadku szczuréw
0§ podwzgérze—przysadka—gonady staje si¢ funkcjonalna w wieku okolo 15 dni. Zanim to nastapi, nie mozna
przyspieszy¢ momentu osiggnigcia przez zwierze dojrzalosci plciowej, podajac mu na przyktad gonadoliberyne
(GnRH). W momencie osiggania przez samice dojrzalosci plciowej, jeszcze przed otwarciem pochwy, u samicy
wystapi szereg cykli bezowulacyjnych, w wyniku ktérych nie dojdzie do otwarcia pochwy lub owulacji, ale zajda
pewne zmiany hormonalne. W przypadku gdy substancja chemiczna bezposrednio lub posrednio stymuluje 0§
podwzgérze-przysadka—gonady, nastgpuje wczesne dojrzewanie, wczesna owulacja i przyspieszone otwarcie
pochwy. Powoduja to nie tylko substancje chemiczne oddziatujace na 0§ podwzgérze—przysadka—gonady, ale tez
niektore pasze, zawierajgce wyzsze poziomy metabolizowalnej energii niz pozostale, beda stymulowaly wzrost i
przyspieszaly otwarcie pochwy, nie posiadajac przy tym wilasciwosci estrogennych. Takie substancje chemiczne
nie wywolywalyby reakcji wzrostu macicy u dorostych zwierzat poddanych owariektomii, poniewaz w ich przy-
padku 0§ podwzgoérze—przysadka—gonady nie funkcjonuje.

8. Ze wzgledu na dobrostan zwierzat nalezy stosowaé przede wszystkim taka metode, ktéra polega na wykorzys-
taniu niedojrzalych szczuréw, unikajagc wykonywania na zwierzgtach wstepnych zabiegéw chirurgicznych a takze
potencjalnego niewykorzystania tych zwierzat, ktére wykazujg oznaki wejscia w cykl estrogenowy (zob. pkt 30).

9. Reakcja wzrostu macicy nie jest wylacznie pochodzenia estrogennego, tj. reakcje t¢ moga powodowal takze
substancje chemiczne inne niz agonisci lub antagonici estrogenéw. Przykladowo podawanie stosunkowo wyso-
kich dawek progesteronu, testosteronu lub réznych progestagenéw syntetycznych moze prowadzi¢ do reakgji
stymulujacej (30). Kazda reakcja moze by¢ poddana analizie histologicznej, aby wykazal keratynizacje i rogowa-
cenie pochwy (30). Niezaleznie od ewentualnej przyczyny reakcji uzyskanie dodatniego wyniku biologicznego
testu wzrostu macicy powinno z reguly prowadzi¢ do dzialaii zmierzajacych do dalszych wyjasnien. Dodatkowe
dowody wskazujace na estrogenno$¢ moga pochodzié z testow in vitro, takich jak testy wigzan receptora estrogenu
i badania aktywacji transkrypcji, lub z innych testéw in vivo, takich jak test dojrzatosci plciowej samic.

10.  Biorac pod uwage, ze test biologiczny wzrostu macicy pelni rolg¢ badania przesiewowego in vivo, przyjete podejicie
walidacyjne uwzglednialo zaréwno dobrostan zwierzgt, jak i wielopoziomows strategie badan. W tym celu
gléwny nacisk kladziono na rygorystyczng walidacje odtwarzalnosci i czulosci w odniesieniu do estrogennosci
stanowigcej kluczowg kwestie w odniesieniu do wielu substancji chemicznych, natomiast niewielka uwage przy-
wiazywano do kwestii dotyczacej antyestrogennosci testu. Zbadano tylko jeden antyestrogen o silnym dzialaniu,
poniewaz liczba substancji chemicznych o wyraznym profilu antyestrogennym (niezakléconym przez aktywnosé
estrogenowy) jest bardzo ograniczona. W zwigzku z tym przedmiotowa metoda badawcza przeznaczona jest dla
protokotu estrogennego, natomiast protokdl opisujacy tryb testu dotyczacy antagonistéw zawarto w wytycznych
(37). Odtwarzalno$¢ i czulo$¢ testu na obecnos¢ substancji chemicznych charakteryzujacych si¢ wylacznie dziala-
niem antyestrogennym zostanie doprecyzowana w dalszej kolejnosci, kiedy procedura badawcza bedzie juz przez
jaki$ czas stosowana rutynowo i zidentyfikowana zostanie wigksza liczba substancji chemicznych charakteryzuja-
cych si¢ takim dzialaniem.

11.  Uznano, ze wszelkie procedury z wykorzystaniem zwierzat beda zgodne z lokalnymi normami w zakresie opieki
nad zwierzgtami; przedstawione ponizej opisy dotyczace opieki nad zwierzetami i ich traktowania stanowia mini-
malne standardy wykonywania badafi i zostang zastgpione przez lokalne przepisy, takie jak dyrektywa Parlamentu
Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do
celow naukowych (38). OECD zapewnia dalsze wytyczne dotyczace humanitarnego traktowania zwierzat (25).

12.  Podobnie jak w przypadku wszystkich testow, w ktorych wykorzystuje si¢ zywe zwierzeta, niezwykle istotne jest
dopilnowanie przed rozpoczeciem testu, aby dane byly faktycznie potrzebne. Przykladowo dwie sytuacje, w
ktérych dane takie mogg by¢ wymagane, to:

— wysokie prawdopodobienstwo narazenia (poziom 1 ram koncepcyjnych, dodatek 2) lub prawdopodobiefistwo
estrogennosci (poziom 2) w celu zbadania, czy takie dzialania mogg wystapic in vivo,

— dzialania wskazujace na estrogenno$¢ na poziomie 4 lub 5 badania in vivo w celu uzasadnienia, ze dzialania te
byly zwigzane z mechanizmem estrogennym, ktéry nie méglby zostaé wyjasniony za pomocg badania in vitro.

13.  Definicje stosowane w tej metodzie badawczej przedstawiono w dodatku 1.
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14.  Test biologiczny wzrostu macicy w odniesieniu do swojej czulosci opiera si¢ na systemie badan na zwierzgtach, u
ktorych 0§ podwzgérze-przysadka-jajnik nie funkcjonuje, co prowadzi do niskich endogennych pozioméw cyrku-
lacji estrogenu. Zapewni to niska poczatkowa mase macicy i maksymalny zakres reakcji na podawane estrogeny.
Nastepujace dwa stany wrazliwosci na estrogeny u samic gryzoni spelniajg ten wymaog:

(i) niedojrzate samice po odsadzeniu i przed osiggnigciem dojrzatosci plciowej; oraz

(i) mlode dojrzale samice poddane owariektomii, u ktérych zapewniono odpowiedni czas na regresje tkanek
macicy.

15. Badang substancj¢ chemiczng podaje si¢ codziennie przez sond¢ droga doustng lub przez podskérne wstrzyk-
nigcie. Stopniowane dawki badanej substancji chemicznej podaje si¢ co najmniej dwoém grupom badanych (w celu
uzyskania wskazéwek zob. pkt 33) zwierzat do§wiadczalnych, stosujac takg samg dawke w kazdej grupie i okres
podawania wynoszacy trzy kolejne dni w odniesieniu do metody badania osobnikéw niedojrzatych oraz okres
podawania wynoszacy co najmniej trzy kolejne dni w odniesieniu do metody badania dorostych osobnikéw
poddanych owariektomii. Zwierz¢ta poddaje si¢ sekcji po uplywie okoto 24 godzin od podania ostatniej dawki.
W przypadku agonistéw estrogenu szacuje si¢ Srednig mas¢ macicy badanych grup zwierzat w odniesieniu do
grupy kontrolnej noénika w celu wykrycia istotnych statystycznie wzrostéw. Statystycznie istotny wzrost Sredniej
masy macicy w grupie badanej wskazuje na dodatnig reakcje bedaca wynikiem tego testu biologicznego.

OPIS METODY BADAWCZE]

Wybér gatunkéw zwierzat

16. Do badaf wykorzystuje si¢ powszechnie stosowane laboratoryjne szczepy gryzoni. Przykladowo podczas walidacji
wykorzystano szczury szczepu Sprague-Dawley i Wistar. Nie nalezy wykorzystywal szczepéw, w przypadku
ktoérych stwierdzono lub podejrzewa sig, ze macice zwierzat maja mniejsza zdolno$¢ do wykazywania reakgji.
Laboratorium powinno wykaza¢ czulo$¢ wykorzystywanego szczepu zgodnie z opisem w punktach 26 i 27.

17.  Szczury i myszy wykorzystywano do celéw biologicznego testu wzrostu macicy od lat 30. ubieglego stulecia.
Badania walidacyjne OECD przeprowadzano jedynie u szczurdw, opierajac si¢ na zalozeniu, ze oba gatunki
powinny by¢ réwnowazne, w zwigzku z tym jeden gatunek powinien wystarczy¢ do przeprowadzenia ogélnos-
wiatowej walidacji dla oszczedzenia zasob6w i zwierzat. Szczur jest gatunkiem preferowanym w przypadku wiek-
szoci badan toksycznosci reprodukcyjnej i rozwojowej. Biorac pod uwage, ze istnieje obszerna historyczna baza
danych dotyczacych myszy, przeprowadzono ograniczone uzupehiajace badanie walidacyjne na tym gatunku w
celu rozszerzenia zakresu metody testu biologicznego wzrostu macicy w odniesieniu do gryzoni na myszy jako
gatunek eksperymentalny (16). Zgodnie z pierwotnym zamiarem oszczedzania zasobow i zwierzat wybrano
stosowanie podejscia pomostowego polegajacego na wykorzystywaniu ograniczonej liczby badanych substancji
chemicznych, ograniczonej liczbie uczestniczacych laboratoriéw i nieprzeprowadzaniu badan kodowanych
probek. Przedmiotowe pomostowe badanie walidacyjne wykazalo w odniesieniu do biologicznego testu wzrostu
macicy u miodych dojrzalych myszy poddanych owariektomii, ze dane otrzymane w przypadku szczurdéw i
myszy odpowiadaja sobie nawzajem pod wzgledem jakosciowym i iloSciowym. W przypadkach, w ktérych wynik
biologicznego testu wzrostu macicy moze poprzedzi¢ badanie dtugoterminowe, mozliwe jest wykorzystanie w
obu badaniach zwierzat tego samego szczepu i pochodzacych z tego samego zrédla. Podejscie pomostowe ograni-
czono do myszy poddanych owariektomii, a sprawozdanie nie zapewnia solidnego zbioru danych, aby dokona¢
walidacji modelu badan niedojrzatych osobnikéw, w zwigzku z czym model ten nie jest objety zakresem biezacej
metody badawcze;j.

18. W zwigzku z tym w niekt6rych przypadkach dopuszcza si¢ wykorzystywanie myszy zamiast szczuréw. Nalezy
uzasadni¢ wykorzystanie tego gatunku w oparciu o kryteria toksykologiczne, farmakokinetyczne lub inne. W
przypadku myszy moze zaj$¢ konieczno$¢ modyfikacji protokotu. Przykladowo spozycie pokarmu przez myszy
okreslane na podstawie masy ciala jest wyzsze niz u szczuréw, w zwiazku z czym zawarto$¢ fitoestrogenéw w
karmie podawanej myszom powinna by¢ nizsza niz w karmie podawanej szczurom (9)(20)(22).

Warunki trzymania i zywienia

19.  Wszystkie procedury powinny by¢ zgodne z lokalnymi normami w zakresie opieki nad zwierzetami w warunkach
laboratoryjnych. Opisy dotyczace opieki nad zwierzetami i ich traktowania stanowig minimalne normy i zostana
zastgpione przez lokalne przepisy, takie jak dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia
22 wrzesnia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych (38). Temperatura w
pomieszczeniu ze zwierzetami do$wiadczalnymi powinna wynosi¢ 22 °C (w przyblizeniu z tolerancja + 3 °C).
Wilgotnos¢ wzgledna, poza okresem czyszczenia pomieszczenia, powinna wynosi¢ co najmniej 30 % i nie prze-
kracza¢ 70 %. Wilgotno$¢ wzgledng nalezy docelowo utrzymywaé w granicach 50-60 %. O$wietlenie powinno
by¢ sztuczne, w cyklu dziennym 12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci.

20. Nalezy zapewni¢ pasze¢ laboratoryjng i wode pitng ad libitum. Mlode doroste zwierzgta mogg by¢ trzymane poje-
dynczo lub umieszczane w klatkach w grupach o liczebnosci nieprzekraczajacej trzech zwierzat. Z uwagi na
mlody wiek niedojrzatych zwierzat zaleca si¢ trzymanie ich w grupach spotecznych.
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21.  Stwierdzono, ze wysoka zawarto$¢ fitoestrogenéw w paszach laboratoryjnych zwigksza mase macicy u gryzoni w
stopniu wystarczajagcym, by zaklécalo to wyniki biologicznego testu wzrostu macicy (13)(14)(15). Wysokie
poziomy fitoestrogenéw i metabolizowalnej energii w paszach laboratoryjnych moga powodowa¢ takze wczesne
dojrzewanie plciowe w przypadkach, w ktérych wykorzystuje si¢ zwierzeta niedojrzale. Obecno$¢ fitoestrogenéw
wynika przede wszystkim z dodawania wyrobéw z soi i lucerny do pasz laboratoryjnych, a do tego wykazano, ze
partie standardowych pasz laboratoryjnych réznig si¢ miedzy sobg pod wzgledem stezenia fitoestrogenéw (23).
Istotng zmienng jest masa ciala, poniewaz ilo$¢ spozywanego pokarmu ma zwigzek z masg ciata. W zwiazku z
tym rzeczywista dawka spozywanych fitoestrogenow z tej samej paszy moze rézni¢ si¢ miedzy gatunkami i w
zaleznodci od wieku (9). W przypadku niedojrzatych samic szczuréw spozycie pokarmu okreslane na podstawie
masy ciala moze by¢ prawie dwa razy wigksze niz w przypadku mlodych dorostych samic poddanych owariek-
tomii. W przypadku mlodych dorostych samic myszy spozycie pokarmu okreslane na podstawie masy ciata moze
by¢ prawie cztery razy wigksze niz w przypadku mlodych dorostych samic szczuréw poddanych owariektomii.

22, Wyniki biologicznego testu wzrostu macicy (9)(17)(18)(19) wykazuja jednak, ze ograniczone ilosci fitoestrogenéw
w paszy sa dopuszczalne i nie powodujg obnizenia czulosci testu biologicznego. Orientacyjnie zawarto$¢ fitoes-
trogenéw nie powinna przekracza¢ 350 pg odpowiednikéw genisteiny/gram paszy laboratoryjnej w przypadku
niedojrzatych samic szczuréw szczepéw Sprague Dawley i Wistar (6)(9). Takie pasze powinny takze mie¢ zastoso-
wanie w przypadku badania mlodych doroslych szczuréw poddanych owariektomii, poniewaz spozycie pokarmu
w stosunku do masy ciala jest nizsze w przypadku mlodych dorostych zwierzat niz w przypadku zwierzat niedoj-
rzalych. Jezeli planuje si¢ wykorzystanie myszy poddanych owariektomii lub szczuréw o zwigkszonej wrazliwosci
na fitoestrogeny, nalezy rozwazy¢ proporcjonalne obnizenie zawartosci fitoestrogendéw w paszy (20). Ponadto
réznice w metabolizowalnej energii dostepnej w réznych paszach mogg prowadzi¢ do zmian czasowych w osig-
ganiu dojrzalosci plciowej (21)(22).

23.  Przed przeprowadzeniem badania wymagany jest ostrozny wybdr paszy niezawierajacej podwyzszonego poziomu
fitoestrogenéw (aby uzyskaé wytyczne zob. (6)(9)) lub metabolizowalnej energii, ktére moga zakldci¢ wyniki (15)
(17)(19)(22)(36). Zapewnienie wlasciwej wydajnoSci systemu badan wykorzystywanego przez laboratorium,
zgodnie z punktem 26 i 27, jest istotnym elementem sprawdzajacym oba te czynniki. W ramach zabezpieczenia
zgodnie z dobrg praktyka laboratoryjng (DPL) nalezy pobraé reprezentatywng prébke sposrod kazdej serii paszy
podawanej w trakcie badania w celu przeprowadzenia ewentualnej analizy zawartosci fitoestrogenéw (np. w przy-
padku wysokiej masy macicy osobnikéw kontrolnych w stosunku do historycznych danych dotyczacych osob-
nikéw kontrolnych lub w przypadku wystgpienia nieodpowiedniej reakcji na estrogen referencyjny, tj. etynyloes-
tradiol 17-alfa). Nalezy przeprowadzi¢ analiz¢ podwielokrotnosci probek w trakcie badania lub po zamrozeniu w
temperaturze — 20 °C, badZ tez w sposéb pozwalajacy na zapobiezenie rozkladowi prébki przed poddaniem jej
analizie.

24.  Niektére materialy Sciétkowe moga zawiera¢ naturalnie wystepujace chemiczne substancje estrogenowe lub
antyestrogenowe (np. wiadomo, ze kolba kukurydzy wplywa na cykliczno$¢ u szczuréw i wydaje sie mie¢ dzia-
lanie antyestrogenne). Wybrany material $ciélkowy powinien zawiera¢ mozliwie jak najnizszy poziom fitoestro-
genow.

Przygotowanie zwierzat

25.  Zwierz¢ta do$wiadczalne niewykazujace zadnych oznak choroby lub wad fizycznych s3 losowo przydzielane do
grup kontrolnych i grup badanych. Klatki powinny by¢ ustawione w taki sposéb, zeby zminimalizowaé mozliwy
wplyw polozenia klatki. Zwierze¢ta nalezy identyfikowaé pojedynczo. Preferuje sig, aby niedojrzale zwierzeta trzy-
mane byly w klatkach z matkami lub matkami zastgpczymi do momentu odsadzenia podczas aklimatyzacji.
Okres aklimatyzacji przed rozpoczeciem badania powinien trwaé okolo 5 dni w odniesieniu do miodych doro-
stych zwierzat i zwierzat niedojrzalych trzymanych z matkami lub matkami zastgpczymi. W przypadkach, w
ktérych niedojrzale zwierzeta dostarczono jako mlode odsadzone bez matek, konieczne moze by¢ zastosowanie
krétszego czasu trwania okresu aklimatyzacji, poniewaz dawkowanie nalezy rozpoczaé natychmiast po odsa-
dzeniu (zob. pkt 29).

PROCEDURA

Weryfikacja bieglosci laboratorium
26. W celu dokonania weryfikacji bieglosci laboratorium mozna zastosowac nastgpujace dwa warianty:

— weryfikacje okresows, polegajac na wstepnym badaniu poczatkowym dodatniej kontroli (zob. punkt 27). Co
najmniej raz na 6 miesiecy i za kazdym razem, gdy wykaze si¢ zmiang¢ mogaca mie¢ wplyw na wydajnosé
testu (np. w przypadku nowej postaci paszy, zmiany pracownikéw przeprowadzajacych sekcje, zmiany
szczepu zwierzat lub dostawcy itd.), zdolnos¢ reakcji systemu badan (modelu zwierzgcego) powinna by¢ wery-
fikowana przy uzyciu odpowiedniej dawki (w oparciu o badanie poczatkowe dodatniej kontrolni omdéwione w
pkt 27) estrogenu referencyjnego, tj. etynyloestradiolu 17-alfa (nr CAS 57-63-6) (EE),

— zastosowanie rownoleglych kontroli poprzez wlaczenie grupy, w ktorej podano odpowiednig dawke estrogenu
referencyjnego w kazdym tescie.
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Jezeli system nie wykaze oczekiwanej reakeji, nalezy zbadaé warunki do$wiadczalne i w odpowiedni sposéb je
zmodyfikowal. Zaleca sig, aby stosowana dawka estrogenu referencyjnego w przypadku obu wariantéw wynosita
okoto ED70-80.

27. Poczatkowe badanie kontroli dodatniej — zanim w laboratorium po raz pierwszy przeprowadzi si¢ badanie w
ramach tej metody badawczej, nalezy wykazaé biegltos¢ laboratorium poprzez zbadanie zdolnosci do reakcji
modelu zwierzecego w drodze ustalenia reakcji na dawke estrogenu referencyjnego: etynyloestradiolu 17-alfa (nr
CAS 57-63-6) (EE), stosujac co najmniej cztery dawki. Reakcja dotyczaca masy macicy zostanie poréwnana z
okreslonymi danymi historycznymi (zob. pozycja bibliografii nr (5)). W przypadku gdy powyzsze poczatkowe
badanie kontroli dodatniej nie przyniesie oczekiwanych wynikéw, nalezy zbadaé warunki doswiadczalne i je
zmodyfikowac.

Liczba i stan zwierzat

28. Kazda badana i kontrolna grupa powinna zawiera¢ co najmniej 6 zwierzat (zaréwno w odniesieniu do protokotu
metody badania osobnikéw niedojrzalych, jak i dorostych osobnikéw poddanych owariektomii).

Wiek niedojrzatych zwierzat

29. W przypadku biologicznego testu wzrostu macicy przeprowadzanego na niedojrzalych zwierzgtach nalezy
dokladnie okresli¢ dzien ich narodzin. Dawkowanie nalezy rozpoczaé wystarczajgco wezesnie celem zapewnienia,
by na zakonczenie podawania badanej substancji chemicznej nie wystapit jeszcze fizjologiczny wzrost endogen-
nych estrogenéw towarzyszacych dojrzalosci plciowej. Istniejg natomiast dowody wskazujace na fakt, ze miode
zwierzeta moga by¢ mniej wrazliwe. W celu okreslenia optymalnego wieku kazde laboratorium powinno wziaé
pod uwage swoje wlasne podstawowe dane dotyczace dojrzatosci.

Jako ogélna wytyczna dawkowanie u szczuréw mozna rozpoczgé natychmiast po wezesnym odsadzeniu w dniu
18 po urodzeniu (przy czym dniem narodzin jest dzien 0). Preferowanym dniem zakoficzenia dawkowania u
szczurdw jest dzieni 21 po urodzeniu, jednak w kazdym przypadku dawkowanie nalezy zakoficzy¢ przed dniem
25 po urodzeniu, poniewaz po przekroczeniu tego wicku 0§ podwzgérze-przysadka-jajnik staje si¢ funkcjonalna
oraz moze nastgpi¢ wzrost poziomu endogennego estrogenu, a co za tym idzie wzrost podstawowych $rednich
mas macic i wzrost w grupowych odchyleniach standardowych (2)(3)(10)(11)(12).

Procedura wyciecia jajnikéw

30. W przypadku samic szczuréw i myszy poddanych owariektomii (w grupie badanej i kontrolnej), owariektomia
powinna by¢ wykonana w 6-8 tygodniu zycia. W przypadku szczuréw od momentu przeprowadzenia owariek-
tomii do pierwszego dnia dawkowania powinno uplyng¢ co najmniej 14 dni, aby umozliwi¢ regres macicy do
minimalnego, stabilnego poziomu podstawowego. W przypadku myszy od momentu przeprowadzenia owariek-
tomii do pierwszego dnia dawkowania powinno uplynaé co najmniej 7 dni. Poniewaz wystarczaja niewielkie iloSci
tkanki jajnikowej, aby wytwarzaé znaczne stezenia estrogenéw (3), przed ich wykorzystaniem nalezy poddaé
zwierzeta badaniu polegajgcym na obserwacji komoérek nablonkowych pobieranych z pochwy przez co najmniej
pie¢ kolejnych dni (np. w dniach 10-14 po przeprowadzeniu owariektomii w przypadku szczuréw). Jezeli u zwie-
rzat wystepuja jakiekolwiek oznaki wejscia w cykl owulacyjny, nie powinno si¢ ich wykorzystywaé do badan.
Ponadto w trakcie sekgji nalezy zbadaé pozostatosci jajnikowe w celu uzyskania dowodéw wskazujacych na obec-
no$¢ tkanki jajnikowej. W przypadku wykrycia obecnosci tkanki jajnikowej zwierzecia nie nalezy uwzgledniaé w
obliczeniach (3).

31.  Zabieg owariektomii rozpoczyna si¢ po odpowiednim znieczuleniu zwierzecia i ulozeniu go w pozycji lezacej na
brzuchu. Naciecie otwierajace grzbietowo-boczna $ciang brzucha powinno by¢ wykonane na dtugosci okoto 1 cm
w $rodkowym punkcie migdzy dolng granicg zeber a grzebieniem biodrowym oraz kilka milimetréw w kierunku
poprzecznym do bocznej granicy migsnia ledzwiowego. Nalezy usuna¢ jajnik z jamy brzusznej i przenies¢ go do
aseptycznego pojemnika. Jajnik nalezy odcig¢ na polaczeniu jajowodu z trzonem macicy. Po stwierdzeniu, Ze nie
wystapito znaczne krwawienie, nalezy zamkna¢ $ciang brzucha poprzez zalozenie szwu oraz zamkna¢ skére klip-
sami lub uzy¢ odpowiedniego szwu. Punkty podwigzania przedstawiono schematycznie na rys 1. Zgodnie z zale-
ceniem lekarza weterynarii posiadajacego doswiadczenie w opiece nad gryzoniami nalezy zastosowaé poopera-
cyjng analgezje.

Masa ciala

32. W przypadku metody badania poddanych owariektomii osobnikéw dorostych masa ciala i masa macicy nie s ze
sobg skorelowane, poniewaz na masg¢ macicy wplyw maja hormony, takie jak estrogeny, a nie czynniki wzrostowe
regulujgce mase ciata. Natomiast masa ciala jest powigzana z masg macicy w modelu badania niedojrzatych osob-
nikéw w trakcie dojrzewania (34). Zatem na poczatku badania zréznicowanie mas ciala u zwierzat wykorzystywa-
nych w tym badaniu, w przypadku modelu badania niedojrzatych osobnikéw, powinno by¢ jak najmniejsze i nie
powinno przekraczaé + 20 % Sredniej masy. Oznacza to, ze liczebno§¢ miotu powinna by¢ znormalizowana przez
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hodowcg, aby potomstwo réznych matek byto karmione mniej wigcej w takich samych ilosciach. Zwierzeta nalezy
przydzieli¢ do grup (kontrolnych i badanych), stosujac losowy rozklad mas, aby $rednia masa ciala w kazdej
grupie nie roznila si¢ statystycznie od Srednich innych grup. Nalezy wzia¢ pod uwage konieczno$¢ unikania w
miarg mozliwo$ci umieszczania mlodych z jednego miotu w tej samej grupie badanej, bez potrzeby zwigkszania
liczby miotéw wykorzystywanych do celéw badania.

Dawkowanie

33. W celu ustalenia, czy badana substancja chemiczna moze mie¢ dzialanie estrogenne in vivo, zazwyczaj wystarcza
dwie grupy dawkowania i jedna grupa kontrolna i takie rozwigzanie jest w zwigzku z tym preferowane ze
wzgledu na dobrostan zwierzat. Jezeli celem jest uzyskanie krzywej dawka-efekt lub ekstrapolacja do mniejszych
dawek, potrzebne s3 co najmniej 3 grupy dawkowania. Jezeli wymagane sg informacje wykraczajace poza identyfi-
kacje aktywnosci estrogennej (takie jak szacunki dotyczace aktywnosci), nalezy rozwazy¢ zastosowanie innego
schematu dawkowania. Z wyjatkiem podawania badanej substancji chemicznej, zwierzeta w grupie kontrolnej
nalezy traktowa¢ w identyczny sposob jak zwierzeta w grupie badanej. Jezeli przy podawaniu badanej substancji
chemicznej jest stosowany nosnik, grupa kontrolna powinna otrzymaé taka samg ilo$¢ nosnika, jakiej uzywa sie
w przypadku badanych grup (lub najwicksza objeto$¢ no$nika, jaka uzyto w przypadku badanych grup, jezeli
rézni si¢ ona miedzy grupami).

34. W przypadku biologicznego testu wzrostu macicy celem jest dokonanie wyboru dawek, ktére zapewniajg prze-
zycie zwierzat i ktére nie maja istotnego dzialania toksycznego lub nie powoduja stresu u zwierzat po uplywie
trzech kolejnych dni podawania badanej substancji chemicznej w dawce nieprzekraczajacej 1 000 mg/kg/dzien.
Wszystkie dawki nalezy proponowal i dobiera¢ z uwzglednieniem wszelkich istniejacych danych dotyczacych
toksyczno$ci i danych (toksyko)kinetycznych dostepnych w odniesieniu do badanej substancji chemicznej lub
powigzanych materiatéw. W przypadku najwyzszej dawki nalezy najpierw uwzgledni¢ medialng dawke $miertelng
(LD50) lub dane dotyczgce ostrej toksycznosci w celu uniknigcia $mierci, dotkliwego cierpienia i stresu zwierzat
(24)(25)(26). Najwyzsza dawka powinna odpowiada¢ maksymalnej tolerowanej dawce (MTD); badanie przeprowa-
dzone z zastosowaniem dawki, ktora wywolala dodatnia reakcje wzrostu macicy, takze byloby dopuszczalne. W
odniesieniu do badafi przesiewowych zasadniczo dopuszczalne s3 duze odstepy pomiedzy kolejnym dawkowa-
niem (np. 0,5 jednostek logarytmicznych odpowiadajacych progresji dawki w wysokosci 3,2 lub nawet do 1 jed-
nostki logarytmicznej). W przypadku braku dostgpnosci odpowiednich danych mozna przeprowadzi¢ badanie
ustalajace zakres dawkowania, aby wspoméc okreslenie stosowanych dawek.

35.  Ewentualnie, jezeli aktywno$¢ estrogenng agonisty mozna oszacowal na podstawie danych in vitro (lub in silico),
dane te mozna uwzgledni¢ przy doborze dawek. Przykladowo ilo§¢ badanej substancji chemicznej, ktéra powodo-
walaby reakcje wzrostu macicy réwnowazne reakcji na agoniste odniesienia (etynyloestradiol), szacuje si¢ na
podstawie jej wzglednego oddzialywania in vitro na etynyloestradiol. Najwyzsza dawke badania otrzymano by
poprzez pomnozenie tej analogicznej dawki przez odpowiedni wspdlczynnik, np. 10 lub 100.

Uwagi dotyczace ustalania zakresu dawkowania

36. W razie potrzeby mozna przeprowadzi¢ badanie ustalajace zakres dawkowania z wykorzystaniem kilku zwierzat.
Pod tym wzgledem mozna zastosowal wytyczng OECD nr 19 (25), w ktérej przedstawiono objawy kliniczne
wskazujgce na dzialanie toksyczne lub stres u zwierzat. Jezeli w ramach tego badania ustalajgcego zakres dawko-
wania po trzech dniach podawania jest to wykonalne, macice moga zostaé wycigte i zwazone po uplywie okolo
24 godzin od ostatniej dawki. Dane te moga nastgpnie zostaé wykorzystane, aby wspomdc gléwny projekt
badania (wybor dopuszczalnej dawki maksymalnej i dopuszczalnych nizszych dawek oraz zalecenie liczby grup
dawkowania).

Podawanie dawek

37.  Badang substancje chemiczng podaje si¢ droga doustng przez sonde lub przez podskérne wstrzykniecie. Podczas
dokonywania wyboru drogi podawania nalezy bra¢ pod uwage wzgledy dotyczace dobrostanu zwierzat oraz
aspekty toksykologiczne, takie jak zwigzek z droga narazenia na substancj¢ chemiczng u ludzi (np. droga doustng
przez sonde jako odpowiednik spozycia substancji, podskérne wstrzykniecie jako odpowiednik inhalacji lub
wchlaniania przez skére), wlasciwosci fizykochemiczne badanego materiatu, a w szczeg6lnosci istniejace infor-
macje toksykologiczne i dane dotyczace metabolizmu i kinetyki (np. konieczno$¢ unikania efektu pierwszego
przejicia, zwigkszona efektywnos¢ na skutek podania substancji okreslong droga).

38.  Zaleca sig, o ile jest to mozliwe, rozwazenie uzycia w pierwszej kolejnosci roztworu wodnego/zawiesiny wodnej.
Poniewaz jednak wiekszo$¢ ligandéw estrogenéw lub ich metabolicznych prekursoréw najczesciej wykazuje wias-
ciwosci hydrofobowe, powszechnie stosowanym podejSciem jest zastosowanie roztworu/zawiesiny w oleju (np.
kukurydzianym, z orzechéw arachidowych, sezamowym lub w oliwie z oliwek). Oleje te charakteryzuja si¢ jednak
réznymi warto§ciami energetycznymi i zawarto$ciami tluszczu, w zwigzku z czym noénik moze mie¢ wplyw na
pobranie catkowitej metabolizowalnej energii (ME), potencjalnie zmieniajac przez to mierzone punkty koficowe,
takie jak masa macicy, w szczegdlnosci w przypadku zastosowania metody badania niedojrzatych osobnikéw
(33). W zwigzku z tym przed rozpoczeciem badania kazdy nosnik, ktéry ma by¢ uzyty, powinien zostaé
przebadany na grupie kontrolnej bez no$nikéw. Badane substancje chemiczne mozna rozpus$ci¢ w minimalnej
iloSci 95-procentowego etanolu lub w innych odpowiednich rozpuszczalnikach i rozcieficzy¢ w badanym no$niku
do uzyskania koncowych roboczych stezen. Nalezy zna¢ wlasciwosci toksyczne rozpuszczalnika i zbadad je na
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oddzielnej grupie kontrolnej, w ktdrej zastosowano wylacznie rozpuszczalnik. Jezeli badana substancja chemiczna
zostanie uznana za stabilng, mozna zastosowa¢ delikatne podgrzewanie i energiczne mechaniczne mieszanie w
celu latwiejszego rozpuszczenia badanej substancji chemicznej. Nalezy oznaczy¢ stabilno$¢ badanej substancji
chemicznej w nosniku. Jezeli badana substancja chemiczna jest stabilna przez caly okres trwania badania, mozna
wtedy przygotowac jedng poczatkowa podwielokrotno§¢ badanej substancji chemicznej, a okreslone rozcieficzenia
dawek mozna przygotowywac na biezaco codziennie.

39.  Czestotliwo$¢ dawkowania bedzie uzalezniona od wykorzystanego modelu (aby uzyska¢ informacje na temat
modelu niedojrzatych osobnikéw, zob. pkt 29 i pkt 30, aby uzyskaé informacje na temat modelu osobnikéw
poddanych owariektomii). Niedojrzalym samicom szczuréw podaje si¢ badang substancje chemiczng codziennie
przez trzy kolejne dni. Trzydniowy okres podawania zaleca si¢ takze w przypadku samic szczuréw poddanych
owariektomii, ale dopuszcza si¢ dluzsze okresy narazenia, co moze ulatwi¢ wykrywanie substancji chemicznych
charakteryzujacych sie stabg aktywnosciag. W przypadku samic myszy poddanych owariektomii 3-dniowy okres
podawania powinien by¢ wystarczajacy i przedluzenie tego okresu do siedmiu dni nie przyniesie Zadnej istotnej
korzysci w przypadku silnych agonistow estrogenéw, jednakze nie wykazano takiego zwigzku w odniesieniu do
stabych estrogenéw w badaniu walidacyjnym (16), zatem dawkowanie nalezy wydluzy¢ do 7 kolejnych dni w
przypadku dorostych myszy poddanych owariektomii.Dawke nalezy podawaé kazdego dnia o takiej samej porze.
W razie potrzeby dawki nalezy skorygowa¢, aby utrzymac staly poziom dawki w stosunku do masy ciala zwie-
rzecia (np. jeden mg badanej substancji chemicznej na kilogram masy ciala na dobg). Biorac pod uwage objetosé
stosowang w badaniu w stosunku do masy ciala, nalezy ograniczy¢ do minimum jej zmienno$¢, dostosowujgc
stezenie roztworu dozujacego w celu zapewnienia stalej objetosci w stosunku do masy ciala w odniesieniu do
wszystkich dawek i do kazdej drogi podawania.

40. W przypadkach, w ktérych badang substancje chemiczng podaje si¢ przez sonde, nalezy to robié, podajac zwie-
rzgtom pojedyncza dawke dobowa przy uzyciu sondy zoladkowej lub odpowiedniej kaniuli intubacyjnej. Maksy-
malna objeto$¢ plynu, jaka mozna podaé jednorazowo, zalezy od wielkoSci badanego zwierzecia. Nalezy prze-
strzega¢ lokalnych wytycznych dotyczacych opieki nad zwierzetami, jednak przedmiotowa objeto$¢ nie powinna
przekroczy¢ 5 ml/kg masy ciala, z wyjatkiem roztworéw wodnych, w przypadku ktérych mozna stosowaé obje-
to$¢ wynoszaca 10 ml/kg masy ciala.

41.  Jezeli badana substancja chemiczna podawana jest drogg wstrzykniecia podskérnego, nalezy to robié, stosujac
pojedyncza dawke dobowa. Dawki nalezy podawal w okolice topatki na grzbiecie lub w okolice ledZwi przy
uzyciu sterylnej igly (np. o rozmiarze 23 lub 25 G) lub strzykawki tuberkulinowej. Golenie miejsca wstrzykniecia
nie jest obowiazkowe. Nalezy odnotowal wszelkie straty, wycieki w miejscu wstrzykniecia lub przypadki niepet-
nego podania dawki. Laczna objeto$¢ wstrzykiwana jednemu szczurowi w ciggu doby nie powinna przekraczaé
5 ml/kg masy ciala, rozdzielona na 2 miejsca wstrzykniecia, z wyjatkiem roztworéw wodnych, w przypadku
ktérych mozna stosowaé objeto$¢ wynoszaca 10 ml/kg masy ciala.

Obserwagje
Obserwacje ogélne i kliniczne

42.  Ogoblne obserwacje kliniczne nalezy przeprowadzaé przynajmniej raz dziennie, a w przypadku zaobserwowania
oznak toksycznosci ze zwigkszong czgstotliwoscia. Najlepiej jest prowadzi¢ obserwacje o tych samych godzinach
doby z uwzglednieniem okresu oczekiwanych skutkéw szczytowych po dawkowaniu. Nalezy prowadzi¢ obser-
wacje zwierzat pod katem $miertelnosci, zachorowalnosci i ogélnych objawéw klinicznych, takich jak zmiany w
zachowaniu, skorze, sierSci, oczach, blonach Sluzowych, wystepowanie wydzielin i wydalin oraz aktywnos¢ auto-
nomicznej czg$ci ukladu nerwowego (np. tzawienie, piloreksja, rozmiar Zrenic, nietypowy rytm oddychania).

Masa ciata i spozycie pokarmu

43, Wszystkie zwierzeta nalezy codziennie wazy¢ z dokladnoscig do 0,1 g, zaczynajac tuz przed rozpoczeciem
dawkowania, tj. w momencie przydzielania zwierzat do grup. Nieobowigzkowo mozna mierzy¢ iloSci spozywa-
nego pokarmu przypadajgce na kazda klatke w trakcie okresu dawkowania, wazgc w tym celu karmniki. Wyniki
dotyczace spozycia pokarmu nalezy wyrazaé w gramach na szczura na dobg.

Sekcja i pomiar masy macicy

44.  Szczury zostang u$miercone w sposob humanitarny po uplywie 24 godzin od ostatniej dawki. Najlepiej jest doko-
nywal sekcji na losowo wybranych zwierzetach z grup w celu uniknigcia progresji rosnacej lub malejacej w
ramach grup dawkowania, co mogloby nieznacznie wplyna¢ na dane. Celem testu biologicznego jest dokonanie
pomiaru masy zaréwno mokrej, jak i osuszonej macicy. Mokra masa obejmuje macice i zawarto$¢ plynu w
$wietle macicy. Pomiaru suchej masy dokonuje si¢ po wydobyciu i usunigciu plynu w $wietle macicy.



21.8.2014 Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej L 24733

45. W przypadku niedojrzalych zwierzat przed przeprowadzeniem sekcji bada si¢ pochwe pod katem jej otwarcia.
Sekcje rozpoczyna si¢ od otwarcia $ciany brzucha, zaczynajac od spojenia lonowego. Nastepie z grzbietowej
Sciany brzucha usuwa si¢ rég macicy i jajniki, jezeli s3 obecne. Pecherz moczowy i moczowody usuwane sg z
brzusznej i bocznej czedci macicy i pochwy. Nastepnie odlgcza si¢ zrost widknisty miedzy odbytnicg a pochwg do
momentu, w ktorym mozna zidentyfikowal miejsce zlgczenia ujscia pochwy i skéry krocza. Macice i pochwe
odlacza si¢ od ciala poprzez wykonanie nacigcia $ciany pochwy tuz nad miejscem zlgczenia ujicia pochwy i skory
krocza, jak przedstawiono na rys 2. Macice nalezy odlaczy¢ od Sciany ciala, delikatnie przecinajgc krezki macicy
w punkcie jej zlaczenia wzdluz calej dlugosci grzbietowo-bocznej czeici kazdego rogu macicy. Po usunieciu
macicy z ciala nalezy wystarczajaco szybko ja zbada¢, aby unikng¢ osuszenia tkanek. Utrata wagi wynikajaca z
osuszenia jest istotniejsza w przypadku malych tkanek, takich jak tkanki macicy (23). Jezeli jajniki s3 obecne,
usuwa si¢ je przy jajowodzie, unikajac wyplyniecia plynu ze $wiatla rogu macicy. W przypadku gdy zwierzeta
poddano owariektomii, nalezy zbada¢ pozostalosci pod katem obecnosci tkanki jajnikowej. Nadmiar tluszczu i
tkanki lacznej nalezy usunaC. Pochwe usuwa si¢ z macicy tuz pod szyjka, tak aby pozostawi¢ szyjke wraz z
trzonem macicy, jak przedstawiono na rys. 2.

46. Kazda macicg nalezy umiesci¢ w indywidualnie oznakowanym i zwazonym pojemniku (np. w szalce Petriego lub
szalce wagowej z tworzywa sztucznego), kontynuujac dzialania zapobiegajace osuszeniu przed wazeniem (np. w
pojemniku mozna umiesci¢ bibule filtracyjna delikatnie zwilzona solg fizjologiczng). Macice z plynem w $wietle
macicy wazy si¢ z dokladnoscig do 0,1 mg (mokra masa macicy).

47.  Nastepnie kazda macice przetwarza si¢ oddzielnie w celu usunigcia plynu. Oba rogi macicy naktuwa si¢ lub
nacina podtuznie. Macice umieszcza si¢ na lekko zwilzonej bibule filtracyjnej (np. Whatman nr 3) i przyciska si¢
drugim kawalkiem lekko zwilzonej bibuly filtracyjnej celem catkowitego usunigcia plynu. Macice bez zawartosci
plynu w $wietle wazy si¢ z dokladnoscig do 0,1 mg (sucha masa macicy).

48. Mozna wykorzysta¢ mas¢ macicy, jaka ustalono na koniec badania, aby zapewnié, ze nie zostal przekroczony
odpowiedni wiek niedojrzalych niebadanych szczuréw, jednakze w tej kwestii decydujace znaczenie majg dane
historyczne dotyczace szczepu szczuréw wykorzystanego przez laboratorium (aby uzyskaé szczegdly na temat
interpretacji wynikéw, zob. pkt 56).

Badania nieobowigzkowe

49.  Po zwazeniu macice mozna utrwali¢ w 10-procentowej obojetnej, zbuforowanej formalinie w celu przeprowa-
dzenia badania histopatologicznego po zabarwieniu hematoksyling i eozyna. Nalezy w podobny sposéb zbadaé
pochwe (zob. pkt 9). Dodatkowo do celéw poréwnania iloSciowego mozna dokona¢ pomiaru morfometrycznego
nablonka blony $luzowej macicy.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC

Dane
50. Dane uzyskane w ramach badania powinny obejmowaé:

— liczbe zwierzat na poczatku badania,

— liczbg i tozsamos¢ zwierzat, ktére poniosty Smier¢ podczas badania lub ktére u§miercono z przyczyn humani-
tarnych, oraz date i czas kazdej Smierci lub kazdego humanitarnego u$miercenia,

— liczbe i tozsamo$¢ zwierzat wykazujacych oznaki toksyczno$ci oraz opis zaobserwowanych oznak toksycz-
nosci wraz z czasem ich wystapienia, czasem trwania i stopniem dotkliwosci kazdego efektu toksycznego,
oraz

— liczbe i tozsamos¢ zwierzat wykazujacych jakiekolwiek zmiany patologiczne oraz opis rodzaju tych zmian.

51. Nalezy rejestrowal dane dotyczgce masy ciala, mokrej masy macicy i suchej masy macicy poszczeg6lnych zwie-
rzat. Nalezy przeprowadzi¢ jednostronne analizy statystyczne agonistéw, aby okresli¢, czy wynikiem podawania
badanej substancji chemicznej byt istotny statystycznie (p < 0,05) wzrost masy macicy. Nalezy wykonal odpo-
wiednie analizy statystyczne, aby zbada¢ zmiany zwigzane z dawkowaniem w przypadku suchej i mokrej masy
macicy. Przykladowo oceny danych mozna dokonad, stosujac analize kowariancji (ANCOVA) z wykorzystaniem
masy ciala w momencie przeprowadzania sekgji jako zmiennej towarzyszacej. Przed dokonaniem analizy danych
mozna przeprowadzi¢ logarytmiczng transformacje stabilizujacg wariancje z wykorzystaniem danych dotyczacych
macic. Test Dunnetta i Hsu jest odpowiedni do przeprowadzania poréwnan w parach z kazdej grupy dawkowania
z grupami kontrolnymi noénika oraz do obliczania przedzialéw ufnosci. W celu wykrycia ewentualnych wartosci
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odstajacych i dokonania oceny jednorodnosci wariancji mozna zastosowaé wykres pozostalosci regresji. Powyzsze
procedury zastosowano w programie walidacyjnym OECD, wykorzystujac wersje 8 programu PROC GLM w
srodowisku SAS (Statistical Analysis System) (SAS Institute, Cary, Karolina Pélnocna) (6)(7).

52.  Sprawozdanie koficowe musi zawiera¢ nastgpujace informacje:

Placéwka badawcza:

— szczegdly dotyczace odpowiedzialnych pracownikéw i ich obowigzkéw w zakresie badan,

— dane z poczatkowego badania kontroli dodatniej i okresowe dane dotyczace dodatniej grupy kontrolnej (zob.
pkt 26 i 27).

Badana substancja chemiczna:

— cechy charakterystyczne badanej substancji chemicznej,

— wiasciwosci fizyczne i w stosownych przypadkach wlasciwosci fizykochemiczne,
— metody i czestotliwosci przygotowywania rozcieficzen,

— wszelkie dane dotyczace stabilnosci,

— wszelkie analizy roztworéw dozujacych.

Nosnik:
— charakterystyka badanego noénika (charakter, dostawca i partia),

— uzasadnienie wyboru noénika (jedli jest inny niz woda).

Badane zwierzgta:

— gatunek i szczep oraz uzasadnienie ich wyboru,
— dostawca i okreslony obiekt dostawcy,
— wiek zwierzat w momencie dostarczenia i dzief narodzin,

— w przypadku niedojrzalych zwierzat informacje, czy zostaly dostarczone z matka lub matka zastgpcza, i data
odsadzenia,

— szczegdly dotyczace procedur aklimatyzacji zwierzat,
— liczba zwierzat w kazdej klatce,

— szczegdly i metody dotyczace identyfikacji pojedynczych zwierzat i grup zwierzat.

Warunki testu:

— szczegdly dotyczace procesu randomizadji (tj. stosowanej metody),
— uzasadnienie wyboru dawki,

— szczegbly dotyczace postaci badanej substancji chemicznej, osigganych przez nig stezen, stabilnosci i jedno-
rodnoéci,

— szczegdbly dotyczace podawania badanej substancji chemicznej i uzasadnienie wyboru drogi narazenia,
— szczegoly dotyczace paszy (nazwa, rodzaj, dostawca, zawartosC i, jezeli sa znane, poziomy fitoestrgenéw),

— zrédlo wody (np. woda wodociggowa lub woda filtrowana) i sposéb jej doprowadzenia (przewodami z duzego
pojemnika, w butelkach itp.),

— §cidtka (nazwa, rodzaj, dostawca, sklad),

— rejestr warunkéw w klatce, okreséw o$wietlania, temperatury w pomieszczeniu i wilgotnosci, czyszczenia
pomieszczenia,

— szczegblowy opis sekeji i procedur wazenia macic,

— opis procedur statystycznych.
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Wyniki:
Poszczegolne zwierzgta:

— wszystkie masy ciala poszczegdlnych zwierzat uzyskane w ramach codziennego wazenia (od momentu przy-
dzielenia zwierzat do grup do sekgji) (z dokladnoscig do 0,1 g),

— wiek kazdego zwierzecia (w dniach, liczac dzien narodzin jako dzien 0) w momencie rozpoczecia podawania
badanej substancji chemicznej,

— data i czas podania kazdej dawki,

— obliczona podana objetos¢ i dawka oraz obserwacje dotyczace wszelkich strat zwigzanych z dawkowaniem w
trakcie podawania lub po podaniu,

— codzienny rejestr stanu zwierzgcia, w tym istotne objawy i obserwacje,

— podejrzewana przyczyna $mierci (w przypadku gdy w trakcie badania zwierze padnie lub bedzie w stanie
agonalnym),

— data i czas humanitarnego u$miercenia wraz z odstgpem czasowym od ostatniego podania dawki,

— mokra masa macicy (z dokladnoscig do 0,1 mg) i wszelkie przypadki zaobserwowania utraty plynu w $wietle
macicy w trakcie sekeji i przygotowari do wazenia,

— sucha masa macicy (z dokladnoscig do 0,1 mg).

Kazda grupa zwierzgt:

— S$rednie masy ciala poszczegélnych zwierzat uzyskane w ramach codziennego wazenia (z dokladnoscig do
0,1 g) i odchylenia standardowe (od momentu przydzielenia zwierzat do grup do sekgji),

— $rednie masy wilgotnych macic i $rednie masy osuszonych macic (z dokladnoscig do 0,1 mg) oraz odchylenia
standardowe,

— dzienne spozycie pokarmu, jezeli bylo mierzone (obliczane w gramach spozytego pokarmu na zwierzg),

— wyniki statystycznych analiz poréwnujacych zaréwno masy wilgotnych, jak i osuszonych macic badanych
grup w stosunku do tych samych pomiaréw przeprowadzonych w grupach kontrolnych nosnika,

— wyniki statystycznych analiz poréwnujacych calkowita mase ciala i przyrost masy ciala badanych grup w
stosunku do tych samych pomiaréw przeprowadzonych w grupach kontrolnych nosnika.

53.  Podsumowanie istotnych orientacyjnych faktéw dotyczacych metody badawczej

Szczury Myszy
Zwierzg¢ta
Szczep Powszechnie wykorzystywany szczep gryzoni do§wiadczalnych
Liczba zwierzgt Co najmniej 6 zwierzat w kazdej grupie dawkowania
Liczba grup Co najmniej 2 grupy badane (aby uzyska¢ wskazéwki zob. pkt 33) i ujemna

grupa kontrolna

Aby uzyska wskazéwki dotyczace dodatnich grup kontrolnych zob. pkt 26
i27

Warunki trzymania i zywienia

Temperatura w pomieszczeniu | 22 °C + 3 °C
dla zwierzat (w °C)

Wilgotnos¢ wzgledna 50-60 %, ale nie mniej niz 30 % ani wiecej 70 %

Dobowy cykl o$wietlenia 12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci

Pasza i woda pitna Ad libitum
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Szczury Myszy
Utrzymywanie zwierzat Pojedynczo lub w grupach o liczebnosci nieprzekraczajacej trzech zwierzat
(zaleca si¢ trzymanie niedojrzatych zwierzat w grupach spolecznych)
Pasza i §cidtka Zaleca si¢ wykorzystywanie pasz i $ciétki zawierajacych niskie poziomy fitoes-
trogenow
Protokot
Metoda Niedojrzale zwierzeta nie poddane Doroste samice poddane owariektomii
owariektomii (metoda preferowana).
Metoda badan dorostych samic
poddanych owariektomii
Wiek niedojrzalych zwierzat w | Najwczesniej w dniu 18 po Nie dotyczy zakresu biezacej metody
momencie rozpoczecia dawko- | urodzeniu. Nalezy zakonczy¢ dawko- | badawczej
wania wanie przed dniem 25 po urodzeniu
Wiek zwierzgcia w momencie 6-8 tygodni zycia
poddania go owariektomii
Wiek zwierzat poddanych Miedzy przeprowadzeniem owariek- | Migdzy przeprowadzeniem owariek-
owariektomii w momencie tomii a pierwszym dniem podawania | tomii a pierwszym dniem podawania
rozpoczecia dawkowania powinno uplynaé co najmniej 14 dni | powinno uplyna¢ co najmniej 7 dni
Masa ciala Zmienno$¢ masy ciala powinna by¢ mozliwie jak najmniejsza i nie powinna
przekraczaé + 20 % $redniej masy ciala
Dawkowanie
Droga podawania Przez sond¢ droga doustna lub przez podskdrne wstrzykniecie
Czgstotliwo$¢ podawania Jedna dawka dziennie
Objetos¢ dawki podawanej < 5 ml/kg masy ciafa (lub maksymalnie 10 ml/kg masy ciala w przypadku
przez sondg lub przez wstrzyk- | roztworéw wodnych) (podawane w 2 miejsca wstrzykniecia w przypadku
niecie podskérnej drogi podawania)
Czas trwania dawkowania 3 kolejne dni w przypadku modelu 7 kolejnych dni w przypadku modelu
badania niedojrzalych zwierzat. badania zwierzat poddanych owariek-
Co najmniej 3 kolejne dni w przy- tomi
padku modelu badania zwierzat
poddanych owariektomii
Czas sekcji Po uplywie okolo 24 godzin od podania ostatniej dawki
Wyniki
Reakcja dodatnia Istotny statystycznie wzrost $redniej masy macicy (mokrej lub suchej)
Estrogen referencyjny Etynyloestradiol 17-a
WYTYCZNE DOTYCZACE INTERPRETAC]I I ZATWIERDZENIA WYNIKOW
54.  Wynik badania estrogennosci nalezy na ogd!t uzna¢ za dodatni, jezeli ma miejsce istotny statystycznie wzrost
masy macicy (p< 0,05) przy wysokiej dawce w stosunku do grupy kontrolnej, w ktérej zastosowano rozpusz-
czalnik. Wynik dodatni jest dodatkowo potwierdzany przez wykazanie wiarygodnego biologicznie zwiazku
miedzy dawkg a skalg reakcji, majac na uwadze fakt, Ze nakladajace si¢ na siebie dzialania estrogenne i antyestro-
genne badanej substancji chemicznej moga mie¢ wplyw na ksztalt krzywej dawka-odpowiedz.
55. Nalezy zachowal szczegdlng ostroznosé, aby nie przekroczy¢é maksymalnej tolerowanej dawki w celu umozli-

wienia wiarygodnej interpretacji danych. W zwigzku z tym nalezy dokonywa¢ starannej oceny spadku masy ciala,
objawéw klinicznych i pozostalych ustalen.
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56. Masy macic uzyskane w grupie kontrolnej no$nika sg istotnymi czynnikami majacymi wplyw na zatwierdzenie
danych wynikajacych z biologicznego testu wzrostu macicy. Wysokie wartosci uzyskane w grupie kontrolnej
moga zaburzy¢ zdolno$¢ reakcji w teScie biologicznym oraz zdolno$¢ wykrywania bardzo stabych agonistéw
estrogenu. Przeglady literatury i dane otrzymane w trakcie walidacji biologicznego testu wzrostu macicy wskazuja
na spontaniczne przypadki wystepowania wysokich $rednich w grupach kontrolnych, w szczegélnosci w przy-
padku niedojrzalych zwierzat (2)(3)(6)(9). Poniewaz masa macicy u niedojrzalych szczuréw zalezy od wielu
zmiennych, takich jak szczep lub masa ciala, nie mozna okresli¢ ostatecznej gornej granicy masy macicy. Dla
orientacji, jezeli suche masy macic u niedojrzatych szczuréw w grupie kontrolnej wynosza 40-45 mg, wyniki
nalezy uznal za podejrzane, a uzyskanie mas macic przekraczajacych 45 mg moze prowadzi¢ do koniecznosci
powtérzenia badania. Powyzsze nalezy jednak rozpatrywaé w odniesieniu do kazdego przypadku indywidualnie
(3)(6)(8). W przypadku przeprowadzania badai na doroslych szczurach niepelna owariektomia moze skutkowaé
obecnoscig pozostalosci tkanki jajnikowej, ktéra moze produkowaé endogenny estrogen i opdzniaé regresje masy
macicy.

57.  Suche masy macic grupy kontrolnej no$nika, wynoszace mniej niz 0,09 % masy ciala w przypadku niedojrzatych
samic szczur6w i mniej niz 0,04 % w przypadku mlodych dorostych samic poddanych owariektomii, wydaja si¢
dawaé dopuszczalne wyniki [zob. tabela 31 (2)]. Jezeli masy macic w grupie kontrolnej przekrocza powyzsze
poziomy, nalezy skontrolowaé szereg réznych czynnikéw, takich jak wiek zwierzat, poprawno$¢ wykonania
owariektomii, poziom fitoestrogendéw w paszy itd. oraz nalezy zachowaé ostrozno$¢, wykorzystujac ujemny
wynik (brak oznak aktywnosci estrogennej) testu.

58.  Nalezy zachowal dane historyczne dotyczace grup kontrolnych nosnika w laboratorium. W laboratorium nalezy
réwniez zachowa¢ dane historyczne dotyczace reakcji na dodatnie estrogeny referencyjne, takie jak etynyloestra-
diol 17-a. W laboratoriach mozna takze bada¢ reakcje na znanych stabych agonistow estrogenéw. Wszystkie
powyzsze dane moga by¢ poréwnywane z dostgpnymi danymi (2)(3)(4)(5)(6)(7)(8), aby zapewni¢ odpowiednia
czulo$¢ metod stosowanych w laboratorium.

59. W trakcie badania walidacyjnego OECD w przypadku suchych mas macic wykazano mniejsza zmiennos¢ niz w
przypadku mokrej masy macic (6)(7). Istotna reakcja w przypadku ktéregokolwiek z powyzszych pomiaréw wska-
zywalaby na dodatni wynik aktywnosci estrogennej badanej substancji chemicznej.

60. Reakcja wzrostu macicy nie jest wylacznie pochodzenia estrogennego, jednak dodatni wynik biologicznego testu
wzrostu macicy nalezy ogdlnie interpretowa¢ jako dowod wskazujacy na potencjal estrogenowy in vivo i test powi-
nien zazwyczaj prowadzi¢ do podjecia dziatan majacych na celu uzyskanie dalszych wyjasnien (zob. pkt 9 i »ramy
koncepcyjne OECD w zakresie badan i oceny substancji zaburzajacych funkcjonowanie uktadu hormonalnego«
zawarte w dodatku 2).

Rysunek 1

Schemat przedstawiajacy chirurgiczne usuwanie jajnikéw

Jajnik

/

> Jajowdd

» Miejsce przecigcia

Na rys. nie pokazano krezki macicy, uktadu
naczyniowego i ciala ttuszczowego

Zabieg rozpoczyna si¢ od otwarcia grzbietowo-bocznej Sciany brzucha w $rodkowym punkcie miedzy dolng
granicg Zeber a grzebieniem biodrowym oraz wykonania nacigcia o dlugosci kilku milimetréw w poprzek do
bocznej granicy miegsnia ledZwiowego. Nalezy zlokalizowal jajniki w jamie brzusznej zwierzgcia. Nastgpnie w
aseptycznych warunkach fizycznie usuwa si¢ jajniki z jamy brzusznej, podwigzujac miejsce miedzy jajnikiem
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a macicg, aby zatamowac krwawienie, i dokonuje si¢ odlaczenia jajnika przez naciecie nad miejscem podwigzania
w miejscu zlgczenia jajowodu i kazdego rogu macicy. Po potwierdzeniu, Ze krwawienie nie nasila si¢, nalezy
zamkna¢ $ciang brzucha przez zalozenie szwu oraz zamknagé skore np. za pomocy klipsa lub szwu. Zwierzeta
powinny odzyska¢ przytomno$¢ oraz powinien nastgpi¢ regres masy macicy przynajmniej 14 dni przed ich wyko-
rzystaniem.

Rysunek 2

Usuniecie i przygotowanie tkanek macicy w celu pomiaru masy

Linia odcigcia podczas sekcji

Zabieg rozpoczyna si¢ od otwarcia Sciany brzucha od spojenia lonowego. Nastepie z tylnej $ciany brzucha usuwa
si¢ kazdy jajnik, jezeli sa obecne, oraz rég macicy. Pecherz moczowy i moczowody usuwa si¢ z brzusznej i
bocznej czgsci macicy i pochwy. Nastepnie oddziela si¢ zrost wiéknisty miedzy odbytnica a pochwa do momentu,
w ktérym mozna zidentyfikowaé miejsce zlaczenia ujscia pochwy i skory krocza. Macice i pochwe odlacza si¢ od
ciala przez wykonanie nacigcia $ciany pochwy tuz nad miejscem zlaczenia ze skorg krocza, jak przedstawiono na
powyzszym rysunku. Macice nalezy odlaczy¢ od $ciany ciala przez delikatne przecigcie krezki macicy w punkcie
jej taczenia wzdluz calej dlugosci grzbietowo-bocznej czesci kazdego rogu macicy. Po usunigciu macicy z ciala
nalezy usunaé nadmiar tluszczu i tkanki facznej. Jezeli jajniki sa obecne, usuwa si¢ je przy jajowodzie, unikajac
wyplynigcia plynu ze $wiatla rogu macicy. W przypadku gdy zwierzeta poddano owariektomii, nalezy zbadad
pozostatoici pod katem obecnosci tkanki jajnikowej. Pochwe usuwa si¢ z macicy tuz pod szyjkg, tak aby pozos-
tawiC szyjke wraz z trzonem macicy, jak przedstawiono na powyzszym rysunku. Nastepnie mozna zwazy¢
macicg.
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Dodatek 1

DEFINICJE:

Antyestrogenno$¢ oznacza zdolno$¢ substancji chemicznej do hamowania estradiolu 17-beta w organizmach ssakéw.
Substancja chemiczna oznacza substancje lub mieszanine.

Dziefi narodzin oznacza dzieri 0 po urodzeniu.

Dawkowanie jest terminem ogélnym obejmujacym dawke, czestotliwo$¢ i czas trwania dawkowania.

Dawka jest iloscig podawanej badanej substancji chemicznej. W odniesieniu do biologicznego testu wzrostu macicy
dawka wyrazana jest w jednostkach wagowych badanej substancji chemicznej na jednostke masy ciala badanego zwie-
rzgcia do§wiadczalnego na dzieft (np. mg/kg masy ciata/dobg).

Maksymalna tolerowana dawka (MTD) jest najwyzszg iloScig substancji chemicznej, ktéra po wprowadzeniu do orga-
nizmu nie powoduje $mierci badanych zwierzat doswiadczalnych (oznaczana jako LD,) (IUPAC, 1993 r.).

Estrogenno$¢ oznacza zdolno$¢ substancji chemicznej do dzialania jak estradiol 17-beta w organizmach ssakéw.
Dzien X po urodzeniu oznacza X-ty dziedl Zycia po dniu narodzin.

Czulo$¢ oznacza odsetek wszystkich dodatnich/aktywnych substancji chemicznych prawidlowo sklasyfikowanych w
badaniu. Jest to miara dokladnosci metody badawczej, ktéra daje wyniki kategoryczne i stanowi parametr istotny do
celéw oceny przydatnosci metody badawczej.

Swoisto$¢ oznacza odsetek wszystkich ujemnych/aktywnych substancji chemicznych prawidlowo sklasyfikowanych w
badaniu. Jest to miara dokladnosci metody badawczej, ktéra daje wyniki kategoryczne i stanowi parametr istotny do
celéw oceny przydatnosci metody badawcze;j.

Badana substancja chemiczna oznacza kazda substancje lub mieszaning, badang za pomoca opisywanej metody
badawczej.

Wzrost macicy jest pojeciem uzywanym do okreslania dodatniego wplywu na rozwdj tkanek macicy.

Walidacja oznacza proces naukowy opracowany do okre§lania wymogéw operacyjnych i ograniczefi metody badawczej
oraz do wykazywania jej wiarygodnosci i przydatnosci dla konkretnego celu.



Uwaga: Dokument sporzadzony przez czlonkéw sekretariatu programu wytycznych dotyczacych badan w oparciu o porozumienie osiagniete na széstym

Dodatek 2

posiedzeniu grupy zadaniowej ds. badafi i oceny substancji zaburzajacych funkcjonowanie uktadu hormonalnego

Ramy koncepcyjne OECD w zakresie badan i oceny substandji zaburzajgcych funkcjonowanie ukladu hormonalnego

Poziom 1
Sortowanie i ustalenie substancji
priorytetowych w oparciu o istniejace
informacje

biodegradowalnos¢

uzywania

— Zagrozenie, np. dostepne dane toksykologiczne

— Wlasciwosci fizyczne i chemiczne, np. masa czasteczkowa, reaktywnos¢, lotnosé,

— Narazenie ludzi i naraZzenie Srodowiskowe, np. wielko$¢ produkgji, uwalnianie, wzory

Poziom 2
Testy in vitro dostarczajace danych
dotyczacych mechanizméw
dzialania

Testy in vivo dostarczajace danych
dotyczacych pojedynczych
mechanizméw i efektéw uktadu

— Podobienstwo wigzan receptorowych ER, AR, TR

— Aktywacja transkrypcji

— Aromatazaisteroidogeneza in vitro

— Rozpoznanie/wigzanie weglowodorowego receptora
arylowego

— QSAR

I Poziom 3 l

— Test wzrostu macicy (pochodzenie estrogenne)

— Wysoka przepustowo$¢ badan wstepnych

— Czynno$¢ tarczycy

— Test witellogeniny (VTG) w hepatocytachu
ryb

— Inne (w stosownych przypadkach)

— Test Hershbergera (pochodzenie androgenne)

— Test witellogeniny (VTG) u ryb

— Dziatanie hormonalne o podtozu

(pochodzenie estrogenne)

niereceptorowym

hormonalnego | — Inne (np. tarczyca)
. Rozszerzona wytyczna OECD nr 407 (punkty
Poziom 4 koficowe w oparciu o mechanizmy ukladu — Badanie histopatologiczne

gonad uryb

— Test metamorfozy Zab

Testy in vivo dostarczajace danych
dotyczacych wielu mechanizméw i
efektéw ukfadu hormonalnego

hormonalnego)

— Testy dojrzewania plciowego u samedw i samic

— Test dorostych samcdw niepoddanych kastracji

Poziom 5
Testy in vivo dostarczajgce danych
dotyczacych dzialafi mechanizméw
ukladu hormonalnego i innych
mechanizméw

Test jednego pokolenia (rozszerzona wytyczna dotyczaca

badafinr 415)"

— Czgsciowe i pelne testy cykli zycia

Test dwoch pokolen: {rozszerzona wytyczna dotyczaca badan

nr416)l

ryb, ptakéw, plazéw i

Badanie przesiewowe w zakresie rozrodczosci (rozszerzona

bezkregowcow (testy rozwojowe [

wytyczma dotyczgca badaf nr 421)!

testy w zakresie rozrodczoéci)

L Faczone 28-dniowe badanie przesiewowe [ badanie

przesiewowe w zakresie rozrodczosci (rozszerzona wytyczna

dotyczgca badah nr 422)!

VMG mamm rozwazy mozliwe udoskonalenia

VMG mamm: zesp6t zarzadzania walidacja ds. badan i oceny ssakow

0%/LvT T

d

forysfodony nun Amopdzin yuuarzg
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UWAGI DO POWYZSZYCH RAM:

Uwaga 1: Istnieje mozliwo$¢ rozpoczynania i rezygnacji na wszystkich poziomach i zalezy to od charakteru istniejacego
zapotrzebowania na informacje do celéw oceny zagrozenia i ryzyka.

Uwaga 2: Na poziomie 5 w badaniach z zakresu ekotoksykologii nalezy zawrze¢ punkty koficowe, wskazujace mecha-
nizmy niepozadanych skutkéw i potencjalne szkody dla populacji.

Uwaga 3: W przypadku gdy model multimodalny obejmuje kilka testéw pojedynczych punktéw koficowych, przedmio-
towy model zastgpi stosowanie tych testéw pojedynczych punktéw korficowych.

Uwaga 4: Ocena kazdej substancji chemicznej powinna opierac si¢ na indywidualnych przypadkach, z uwzglednieniem
wszystkich dostepnych informacji, majac na uwadze role pozioméw powyzszych ram koncepcyjnych.

Uwaga 5: Obecnienie nalezy traktowaé powyzszych ram koncepcyjnych jako wytycznych obejmujacych wszystkie
kwestie. Poziomy 3, 4 i 5 obejmuja testy, ktdre sg dostepne lub w odniesieniu do ktérych trwa proces wali-
dacji. W odniesieniu do tej ostatniej kwestii testy te zostaly tymczasowo wiaczone. Po ich opracowaniu i
przeprowadzeniu walidacji zostang oficjalnie dodane do ram koncepcyjnych.

Uwaga 6: Nie nalezy uznawad, Ze poziom 5 zawiera wylacznie badania ostateczne. Uznaje si¢, Ze badania uwzglednione
na tym poziomie przyczyniaja si¢ do ogdlnej oceny zagrozenia i ryzyka.
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B.55. TEST BIOLOGICZNY HERSHBERGERA NA SZCZURACH: KROTKOTERMINOWE BADANIE PRZESIEWOWE WEAS-
CIWOSCI (ANTY)ANDROGENNYCH

WPROWADZENIE

1. Niniejsza metoda badawcza jest zgodna z dotyczaca badan wytyczng OECD nr 441 (2009 r.). W 1998 r. OECD
podjefa dzialania o wysokim priorytecie, majace na celu zmiane istniejagcych wytycznych i opracowanie nowych
wytycznych na potrzeby badan przesiewowych i badania potencjalnych substancji zaburzajacych funkcjonowanie
ukladu hormonalnego (1). Jednym z elementéw tych dzialan bylo opracowanie wytycznych dotyczacych testu
biologicznego Hershbergera na szczurach. Po kilkudziesigciu latach stosowania tego testu przez przemyst farma-
ceutyczny zostal on po raz pierwszy znormalizowany w 1962 r. przez oficjalny komitet ekspertéw jako narzedzie
przesiewowe w odniesieniu do androgennych substancji chemicznych (2). W latach 2001-2007 test biologiczny
Hershbergera na szczurach zostal objety intensywnym programem walidacyjnym, w ramach ktérego sporzadzono
dokument przegladowy kontekstu (23), dokument zawierajacy zestawienie szczegdtowych metod (3), opracowano
wytyczne dotyczace sekcji (21) oraz prowadzono intensywne wewnatrzlaboratoryjne i miedzylaboratoryjne
badania majgce na celu pokazanie wiarygodnosci i odtwarzalnosci testu biologicznego. Wspomniane badania
walidacyjne prowadzono na silnym androgenie referencyjnym (propionat testosteronu), dwoch silnych androge-
nach syntetycznych (octanie trenbolonu i metylotestosteronie), silnym antyandrogennym produkcie leczniczym
(flutamidzie), silnym inhibitorze syntezy (finasterydzie) naturalnego androgenu (dihydrotestosteronu), kilku stabo
antyandrogennych pestycydach (linuronie, winklozolinie, procymidonie, p,p’ DDE), inhibitorze 5-alfa-reduktazy
(finasterydzie) i dwoch znanych negatywnych substancjach chemicznych (dinitrofenolu i nonylofenolu) (4)(5)(6)(7)
(8). Przedmiotowa metoda badawcza jest wynikiem wieloletniego doswiadczenia zwigzanego ze stosowaniem testu
biologicznego i doswiadczenia zdobytego w trakcie programu badan walidacyjnych i jego wynikow.

2. Test biologiczny Hershbergera jest krétkoterminowym badaniem przesiewowym in vivo, w ktérym wykorzystuje
si¢ dodatkowe tkanki ukladu rozrodczego u samca. Test zostal opracowany w latach 30. i zmodyfikowany w
latach 40. ubieglego stulecia w taki sposdb, aby uwzglednial migénie reagujace na androgeny w ukladzie rozrod-
czym samca (2)(9-15). W latach 60. ubieglego stulecia oceniono ponad 700 potencjalnych androgenéw, wyko-
rzystujac w tym celu unormowang wersje protokotu (2)(14), a stosowanie testu zaréwno w przypadku andro-
gendw, jak i antyandrogenéw uwazano za metod¢ standardowg takze w latach 60. (2)(15). Obecnie stosowany test
biologiczny oparty jest na zmianach masy pigciu zaleznych od androgenéw tkanek u wykastrowanego samca
szczura w okresie wczesnego dojrzewania. W ramach testu ocenia si¢ zdolno$¢ substancji chemicznej do wywo-
fania aktywnosci biologicznej zgodnej z agonistami lub antagonistami androgenéw lub inhibitorami 5-alfa-reduk-
tazy. Do pigciu docelowych tkanek zaleznych od androgendéw, ktére sg objete tym testem, nalezg: dobrzuszny plat
gruczolu krokowego, pecherzyk nasienny (plus plyny i gruczoly koagulujace), migsien dZwigacz odbytu i migsien
opuszkowo-jamisty, parzyste gruczoly Cowpera i zoladz. W przypadku wykastrowanego samca szczura w okresie
wezesnego dojrzewania te wszystkie pigé tkanek reaguje na androgeny przyrostem masy catkowitej. Jezeli te same
tkanki stymuluje si¢ w celu zwigkszenia masy przez podawanie silnego androgenu referencyjnego, wszystkie pigc
tkanek reaguje na antyandrogeny utratg masy calkowitej. Pierwotnym modelem testu biologicznego Hershbergera
byl chirurgicznie wykastrowany samiec w okresie wczesnego dojrzewania, co zostalo poddane walidacji w fazach
1, 2 i 3 programu walidacyjnego Hershbergera.

3. Test biologiczny Hershbergera pelni role mechanistycznego badania przesiewowego in vivo w zakresie agonistow
androgendw, antagonistéw androgenéw oraz inhibitoréw 5-alfa-reduktazy i nalezy postrzega¢ test w kontekscie
»Ram koncepcyjnych OECD w zakresie badani i oceny substancji zaburzajacych funkcjonowanie ukladu hormonal-
nego« (dodatek 2). W tym dokumencie test biologiczny Hershbergera zostal umieszczony na poziomie 3 jako test
in vivo zapewniajacy dane o pojedynczym mechanizmie hormonalnym, tj. (anty)androgenno$ci. Test ma by¢
wlaczony do zestawu testéw in vitro i in vivo majacych na celu identyfikacje substancji chemicznych, ktére moga
wchodzi¢ w interakcje z ukladem hormonalnym, ostatecznie prowadzac do oceny zagrozenia i ryzyka dla zdrowia
ludzkiego lub Srodowiska.
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Z uwagi na kwestic dobrostanu zwierzat w zwigzku z procedurg kastracji starano sig, aby alternatywnym
modelem do celéw testu biologicznego Hershbergera zostal niekastrowany stymulowany samiec w okresie odsa-
dzeniowym, aby unikna¢ etapu kastracji. Przeprowadzono walidacje metody badawczej stymulacji w okresie odsa-
dzenia (24); jednak w trakcie badan walidacyjnych okazalo si¢, ze wersja testu biologicznego Hershbergera stoso-
wanego w okresie odsadzenia nie pozwala w sp6jny sposob wykry¢ skutkéw dziatania stabych anty-androgenéw
na mas¢ organéw zaleznych od androgenéw przy badanych dawkach. W zwigzku z tym nie zostala ona ujeta w
tej metodzie badawczej. Uznajac jednak, ze korzystanie z tej metody moze przynie$¢ nie tylko korzysci dla
dobrostanu zwierzat, ale umozliwi takze uzyskanie informacji dotyczacych innych rodzajow dzialan, jest ona
dostepna w wytycznych OECD 115 (25).

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

Agonisci i antagoniSci androgenéw dzialaja jako ligandy receptoréw androgendéw oraz moga odpowiednio akty-
wowaé lub hamowa¢ transkrypcje gendéw kontrolowana przez receptory. Ponadto niektére substancje chemiczne
hamujg przeksztalcanie testosteronu w silniejszy androgen naturalny dihydrotestosteron w niektérych docelowych
tkankach androgenowych (inhibitory 5-alfa-reduktazy). Takie substancje chemiczne moga powodowaé niepoza-
dane zagrozenia dla zdrowia, w tym wplyw na reprodukcje i rozwéj. W zwigzku z tym istnieje regulacyjna
potrzeba szybkiego dokonywania oceny i badania substancji chemicznej jako potencjalnego agonisty lub antago-
nisty androgenu lub inhibitora 5-alfa-reduktazy. Powinowactwo ligandu w odniesieniu do receptora androgenu
zmierzone przez wigzanie z receptorami lub aktywacje transkrypcji gendéw reporterowych in vitro, chociaz ma
charakter informacyjny, nie stanowi jedynej determinanty potencjalnego zagrozenia. Pozostale determinanty obej-
mujg aktywacje i dezaktywacje metaboliczng w momencie dostania si¢ substancji do organizmu, dystrybucje
substangji chemicznych do tkanek docelowych i klirens tych substancji z organizmu. Stad wynika potrzeba skon-
trolowania ewentualnego dzialania substancji chemicznej in vivo w odpowiednich warunkach i przy odpowiednim
narazeniu. Ocena in vivo ma nieco mniejsze znaczenie, jezeli znane sg wlasciwosci substancji chemicznej w odnie-
sieniu do absorpcji, dystrybugji, metabolizmu i eliminacji. Tkanki zalezne od androgenéw reaguja na stymulacje
androgenami szybkim i gwaltownym wzrostem, w szczegdélnosci w przypadku wykastrowanych samcow
szczurdw w okresie wczesnego dojrzewania. Gryzonie, w szczegdlnoSci szczury, wykorzystuje sie takze
powszechnie w badaniach toksycznosci do celéw charakteryzowania zagrozen. W zwigzku z tym wersja testu, w
ktorej wykorzystuje sie wykastrowane szczury w okresie wczesnego dojrzewania i pie¢ docelowych tkanek w tym
teScie, jest odpowiednia do celéw badan przesiewowych in vivo pod katem agonistéw i antagonistéw androgenéw
oraz inhibitoréw 5-alfa-reduktazy.

Powyzsza metode badawcza opracowano w oparciu o te protokoly wykorzystywane w badaniu walidacyjnym
OECD, ktore okazaly si¢ wiarygodne i odtwarzalne w badaniach wewnatrzlaboratoryjnych i miedzylaboratoryj-
nych (4)(5)(6)(7)(8). W metodzie tej przedstawia si¢ zaréwno procedury dotyczace androgenéw, jak i antyandro-
genow.

Chociaz rézne laboratoria wprowadzily pewng zmiang w dawkach propionatu testosteronu stosowanych w celu
wykrycia antyandrogenéw w programie walidacyjnym OECD w odniesieniu do testu biologicznym Hershbergera
(0,2 w poréwnaniu do 0,4 mg/kg/dobe, wstrzykniecie podskérne), réznica pod wzgledem zdolnosci wykrywania
stabego lub silnego dzialania antyandrogennego mig¢dzy tymi dwoma zmienionymi protokofami byla niewielka.
Jest jednak oczywiste, ze dawka propionatu testosteronu nie powinna by¢ zbyt wysoka, zeby blokowala wplyw
slabych antagonistéw receptora androgenowego, lub tak niska, zeby tkanki androgenne wykazywaly niewielka
reakcje wzrostowg nawet bez podania antyandrogenéw.

Reakcja wzrostowa poszczeg6lnych tkanek zaleznych od androgenéw nie jest wylacznie pochodzenia androgen-
nego, tj. masa okre$lonych tkanek moze ulega¢ zmianom pod wplywem substancji chemicznych innych niz
agonici androgenéw. Reakcja wzrostowa réznych tkanek jednocze$nie $wiadczy jednak o mechanizmie bardziej
ukierunkowanym na androgeny. Na przyklad duze dawki silnych estrogenéw moga powodowa¢ zwigkszanie masy
pecherzyka nasiennego; pozostale tkanki zalezne od androgendéw uwzglednione w tescie nie reaguja jednak w taki
sam sposob. Antyandrogenne substancje chemiczne moga dziatac jako antagonisci receptora androgenéw lub jako
inhibitory 5-alfa-reduktazy. Inhibitory 5-alfa-reduktazy maja zréznicowane dzialanie, poniewaz przeksztalcenie w
silniejszy w dzialaniu dihydrotestosteron rézni si¢ w zaleznosci od tkanki. Antyandrogeny, ktére blokuja 5-alfa-
reduktaze, takie jak finasteryd, oddzialujg w wigkszym stopniu na dobrzuszny plat gruczolu krokowego niz na
inne tkanki w poréwnaniu do silnego antagonisty receptora androgenowego, jakim jest flutamid. Ta réznica w
reakcjach tkanek moze by¢ wykorzystywana do odrdznienia trybéw dzialania receptora androgenowego i 5-alfa-
reduktazy. Receptor androgenowy jest ponadto ewolucyjnie powiazany z receptorem innych hormonéw steroido-
wych i niektérych innych hormonéw, jezeli jest podawany w duzych, suprafizjologicznych dawkach, moze wigzaé
i antagonizowa¢ dzialanie wzrostowe propionatu testosteronu (13). Ponadto jest réwniez prawdopodobne, ze
zwigkszony metabolizm steroidow i konsekwentne obnizanie poziomu testosteronu w surowicy mogloby ograni-
czy¢ wzrost tkanek zaleznych od androgenéw. W zwigzku z tym kazdy wynik dodatni w tescie biologicznym
Hershbergera nalezy zazwyczaj oceniaé, stosujac zasade wagi dowodu, w tym testy in vitro, takie jak testy wiazace
receptor androgenowy i receptor estrogenowy oraz odpowiadajace im testy aktywacji transkrypcyjnej, lub inne
testy in vivo, ktore polegaja na badaniu podobnych tkanek docelowych zaleznych od androgenéw, takie jak test
mlodego samca w okresie dojrzewania, 15-dniowy test niekastrowanego samca lub 28-dniowe lub 90-dniowe
badania toksyczno$ci wywolanej powtarzanym dawkowaniem.
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9.  Do$wiadczenie wskazuje, ze androgeny ksenobiotyczne wystepuja rzadziej niz antyandrogeny ksenobiotyczne.
Przewiduje si¢ zatem, ze test biologiczny Hershbergera bedzie wykorzystywany najczesciej do badania przesiewo-
wego antyandrogenéw. Procedura przeprowadzania testéw na androgeny moglaby jednak by¢ zalecania w odnie-
sieniu do substancji steroidowych lub sterydopodobnych, lub substancji, w przypadku ktérych wskazanie mozli-
wego dzialania androgennego zostalo oparte na metodach poziomu 1 lub 2 ram koncepcyjnych (dodatek 2).
Podobnie niepozadane skutki zwiazane z (anty)androgennymi profilami mozna obserwowa¢ w testach poziomu 5,
co prowadzi do koniecznosci oceny, czy substancja chemiczna dziala na zasadzie hormonu.

10.  Uznano, ze wszelkie procedury, w ktérych wykorzystuje sie zwierzeta, powinny by¢ zgodne z lokalnymi normami
w zakresie utrzymywania zwierzat; przedstawione ponizej opisy dotyczgce utrzymywania i traktowania zwierzat
stanowig minimalne standardy wykonywania badan i zostang zastgpione przez lokalne przepisy, takie jak dyrek-
tywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych (26). OECD udziela dalszych wskazéwek dotyczacych humanitarnego
traktowania zwierzgt (17).

11.  Podobnie jak w przypadku kazdego testu biologicznego, w ramach ktérego wykorzystuje si¢ zwierzeta doswiad-
czalne, nalezy starannie przemysle¢ konieczno$¢ przeprowadzenia tego badania. Zasadniczo mozna wyrézni¢ dwa
powody takiej decyzji:

— wysokie prawdopodobienistwo narazenia (poziom 1 ram koncepcyjnych) lub wskazania w odniesieniu do
(anty)androgennos$ci w testach in vitro (poziom 2) wspierajacych badania dotyczace tego, czy takie dzialania
moga wystapic in vivo,

— dzialania zgodne z (anty)androgennoscig na poziomie 4 lub 5 badani in vivo wspierajacych badania szczegéto-
wego sposobu dzialania, np. w celu okreslenia, czy dzialania byly zwigzane z mechanizmem (anty)andro-
gennym.

12.  Definicje stosowane w tej metodzie badawczej przedstawiono w dodatku 1.

ZASADA BADANIA

13.  Czulo$¢ testu biologicznego Hershbergera zostaje osiagnigta dzigki wykorzystaniu samcéw z minimalng endo-
genng produkcja androgendéw. Cel ten osiaga si¢ dzieki wykorzystaniu wykastrowanych samcéw, pod warunkiem
ze zapewnia si¢ odpowiedni czas po kastracji na powrdt tkanek docelowych do minimalnej i jednakowej masy
podstawowej. Zatem w przypadku badan przesiewowych prowadzonych pod katem potencjalnego dzialania
androgennego istnieja niskie endogenne poziomy androgenéw w krwioobiegu, 0§ podwzgérze-przysadka-gonady
nie jest w stanie kompensowa¢ za posrednictwem mechanizméw sprzezenia zwrotnego, zdolno$¢ tkanek do
reakcji ulega maksymalnemu zwigkszeniu, a zmiennos$¢ poczatkowej masy tkanek maleje do minimum. W przy-
padku badan przesiewowych pod katem potencjalnego dzialania antyandrogennego mozna uzyskaé bardziej
spojny przyrost masy tkanek, jezeli tkanki stymuluje si¢ androgenem referencyjnym. W zwigzku z powyzszym
test biologiczny Hershbergera wymaga wylacznie 6 zwierzat na grupe dawkowania, natomiast w przypadku
innych badan z niekastrowanymi samcami w okresie dojrzewania lub samcami dorostymi zaleca si¢ wykorzysty-
wanie 15 samcow na grupe dawkowania.

14. Kastracje samcéw szczurdw w okresie wczesnego dojrzewania nalezy wykonal w sposéb wlasciwy, stosujac
zatwierdzone znieczulenie i technike aseptyczng. Nalezy poda¢ $rodki przeciwbdlowe w pierwszych kilku dniach
po zabiegu w celu wyeliminowania dyskomfortu pozabiegowego. Kastracja zwicksza precyzje badania w zakresie
wykrywania stabych androgenéw i antyandrogenéw przez eliminowanie kompensacyjnych hormonalnych mecha-
nizméw sprzezenia zwrotnego obecnych u niekastrowanego zwierzecia, ktére moga oslabia¢ dzialanie podawa-
nych androgenéw i antyandrogenéw, oraz przez eliminowanie duzej migdzyosobniczej zmiennosci w poziomach
testosteronu w surowicy. Kastracja ogranicza zatem liczbe zwierzat wymaganych do badafi przesiewowych w za-
kresie dziatania tych hormonéw.

15. W przypadku badan przesiewowych pod katem potencjalnego dziatania androgennego badana substancja
chemiczna podawana jest codziennie przez sonde droga doustng lub wstrzykniecie podskérne przez okres dzie-
sieciu kolejnych dni. Badane substancje chemiczne podaje si¢ przynajmniej dwoém badanym grupom zwierzat
do$wiadczalnych, wykorzystujac jedng dawke na grupe. Zwierzeta poddaje si¢ sekcji po uptywie okoto 24 godzin
od podania ostatniej dawki. Istotny statystycznie wzrost masy jednego lub wigkszej liczby organéw docelowych w
grupie otrzymujacej badang substancje w stosunku do grupy kontrolnej nosnika wskazuje na dziatanie andro-
genne badanej substancji chemicznej (zob. pkt 60). Androgeny, jak trenbolon, ktére nie moga ulec przemianie
pod wplywem 5-alfa-reduktazy, silniej oddziatuja na miesien dzwigacz odbytu i miesient opuszkowo-jamisty oraz
na zoladZ w poréwnaniu z propionatem testosteronu, jednak zwigkszony przyrost powinien pojawié si¢ w przy-
padku wszystkich tkanek.

16. W przypadku badan przesiewowych pod katem potencjalnego dzialania antyandrogennego badang substancje
chemiczng podaje si¢ codziennie przez sonde droga doustng lub wstrzykniecie podskdrne przez okres dziesieciu
kolejnych dni wraz z codziennymi dawkami propionatu testosteronu (0,2 lub 0,4 mg/kg/dobg) wstrzykiwanymi
podskérnie. W programie walidacji stwierdzono, ze mozliwe jest podawanie propionatu testosteronu w dawce
0,2 lub 0,4 mg/kg/dobe, poniewaz obie dawki sg skuteczne w wykrywaniu antyandrogenéw i w zwigzku z tym
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nalezy wybra¢ tylko jedng dawke do stosowania w badaniu. Stopniowane dawki badanej substancji chemicznej
podaje si¢ przynajmniej trzem badanym grupom zwierzat do$wiadczalnych, wykorzystujac jedna dawke na grupe.
Zwierzeta poddaje sie sekeji po uplywie okoto 24 godzin od podania ostatniej dawki. Istotny statystycznie spadek
masy jednego lub wickszej liczby organéw docelowych w grupach, ktérym podawano badang substancje
chemiczng i propionat testosteronu, w poréwnaniu z grupg kontrolng, ktérej podawano wylacznie propionat
testosteronu, wskazuje na ewentualne dodatnie antyandrogenne dzialanie badanej substancji (zob. pkt 61).

OPIS METODY BADAWCZE]

Wybér gatunkow i szczepu

17. Do testu biologicznego Hershbergera systematycznie wykorzystywano szczury od lat 30. ubieglego stulecia.
Chociaz z biologicznego punktu widzenia zaréwno u szczura, jak i myszy prawdopodobnie wystapilyby podobne
reakcje, to jednak, opierajac si¢ na 70 latach do$wiadczenia z modelem szczura, wladnie to zwierze stanowi
gatunek preferowany do celéw testu biologicznego Hershbergera. Nalezy doda¢, ze skoro dane uzyskane w tescie
Hershbergera moga stanowi¢ wstep do diugoterminowych badain migdzypokoleniowych, umozliwia to wykorzys-
tanie zwierzat pochodzacych z tego samego gatunku, szczepu i zrédla w obu badaniach.

18. W niniejszym protokole zezwala si¢ laboratoriom na wybér do badania szczepu szczuréw, ktéry powinien zasad-
niczo by¢ jednym z historycznie uzywanych przez uczestniczgce laboratorium. Do badai wykorzystuje si¢
powszechnie stosowane laboratoryjne szczepy szczuréw; nie nalezy jednak wykorzystywaé szczepdw, ktdre
dojrzewajg znacznie p6Zniej niz w 42. dniu zycia, poniewaz kastracja takich samcéw w 42. dniu zycia moglaby
uniemozliwi¢ pomiar masy zoledzia, co mozna wykona¢ jedynie po oddzieleniu napletka od trzonu pracia. Nie
nalezy zatem stosowal szczuréw otrzymanych ze szczepu Fisher 344 z wyjatkiem pojedynczych przypadkow.
Szczury szczepu Fisher 344 odznaczaja si¢ innym czasem trwania etapéw rozwoju plciowego w poréwnaniu z
innymi stosowanymi czeSciej szczepami, jak szczepy Sprague Dawley lub Wistar (16). Jezeli wykorzystuje si¢
jednak taki szczep, laboratorium powinno zapewni¢ kastracj¢ na nieco pdzniejszym etapie rozwoju i powinno
by¢ w stanie przedstawi¢ czulo$¢ zastosowanego szczepu. Laboratorium powinno wyraznie wskaza¢ powody
podjecia decyzji o wyborze danego szczepu szczuréw. W przypadku gdy badanie przesiewowe przeprowadza si¢
jako badanie wstepne poprzedzajace badanie toksycznosci doustnej wywolanej powtarzanym dawkowaniem,
badanie reprodukcyjne i rozwojowe lub badanie dlugoterminowe, nalezy wykorzystywaé zwierzeta z tego samego
szczepu i zrédla we wszystkich badaniach.

Warunki trzymania i zywienia

19.  Wszystkie procedury powinny by¢ zgodne ze wszystkimi lokalnymi normami opieki nad zwierzetami laboratoryj-
nymi. Opisy dotyczace opieki nad zwierzetami i ich traktowania stanowig normy minimalne i zostang zastgpione
przez bardziej rygorystyczne lokalne przepisy, takie jak dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE
z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych (26).
Temperatura w pomieszczeniu ze zwierzgtami doswiadczalnymi powinna wynosi¢ 22 °C (w przybliZeniu z tole-
rancja = 3 °C). Wilgotno$¢ wzgledna poza okresem czyszczenia pomieszczenia powinna wynosi¢ co najmniej
30 % i nie przekraczac 70 %. Wilgotno$¢ wzgledna nalezy docelowo utrzymywaé w granicach 50-60 %. O$wiet-
lenie powinno by¢ sztuczne, w cyklu dziennym 12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci.

20.  Zaleca si¢ trzymanie zwierzat w grupach, a nie w odosobnieniu, ze wzgledu na mlody wiek zwierzat i fakt, ze
szczury sg zwierzetami spolecznymi. Trzymanie w klatce dwoch lub trzech zwierzat zapobiega ich stloczeniu i
wystgpieniu zwigzanego z tym stresu, co mogloby utrudnia¢ kontrole hormonalna rozwoju dodatkowej tkanki
plciowej. Klatki nalezy dokladnie czysci¢, aby pozby¢ si¢ ewentualnych zanieczyszczen, i ustawiaé je w taki
spos6b, aby zminimalizowa¢ mozliwy wplyw polozenia klatki. Klatki we wla$ciwym rozmiarze (~2 000 centyme-
tréw kwadratowych) bedg zapobiega¢ zattoczeniu.

21. Kazde zwierz¢ nalezy indywidualnie oznakowaé w celach identyfikacyjnych (np. znak na uszach lub marker),
stosujgc w tym celu humanitarna metodg. Metodg identyfikacji nalezy odnotowac.

22, Nalezy zapewni¢ pasze laboratoryjna i wodg pitng ad libitum. Laboratoria wykonujgce test biologiczny Hershber-
gera powinny uzywal paszy laboratoryjnej stosowanej zazwyczaj w ich pracy badawczej nad substancjami
chemicznymi. W ramach badania walidacyjnego testu biologicznego nie zaobserwowano zadnych skutkéw ani
zmiennoSci, ktére mozna powigzal z pasza. Stosowana pasza laboratoryjna zostanie odnotowana i jej probke
nalezy zachowa¢ na potrzeby przyszlej analizy.

Kryteria wykonywania badan w przypadku masy narzadéw zaleznych od androgenéw

23.  Podczas badania walidacyjnego nie znaleziono dowodéw, ze spadek masy ciala wplywa na wzrosty lub spadki
wielko$ci masy tkanek w odniesieniu do tkanek docelowych (4. tych, ktére nalezy uwzgledni¢ w niniejszym
badaniu).
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24.  Wsrdd réznych szczepow szczuréw stosowanych z powodzeniem w programie walidacyjnym masy narzadéw
zaleznych od androgenéw s3 wigksze u cigzszych szczepdw szczuréw niz u szczepow lzejszych. W zwigzku z
tym kryteria wykonywania testu biologicznego Hershbergera nie obejmuja bezwzglednych przewidywanych mas
organéw w przypadku kontroli dodatnich i ujemnych.

25.  Poniewaz wspolczynnik zmienno$ci w odniesieniu do tkanki cechuje stosunek odwrotnie proporcjonalny do
mocy testu statystycznego, kryteria wykonywania testu biologicznego Hershbergera oparte sa na maksymalnych
warto$ciach wspélczynnika zmienno$ci w przypadku kazdej tkanki (tabela 1). Wspdlczynniki zmiennosci wyni-
kaja z badan walidacyjnych OECD. W przypadku ujemnych wynikéw laboratoria powinny zbada¢ wspdlczynniki
zmiennoSci w grupie kontrolnej i grupie otrzymujacej wysoka dawke w celu stwierdzenia, czy przekroczono
maksymalny wspélczynnik zmiennosci w odniesieniu do kryteriéw wykonywania.

26. Nalezy powtorzy¢ badanie w nastepujacych przypadkach: 1) gdy trzy lub wigksza liczba sposréd dziesigciu mozli-
wych indywidualnych wspétczynnikéw zmiennosci w grupie kontrolnej i grupie otrzymujacej wysoka dawke
przekraczajg maksymalne wartosci przewidziane dla badan pod katem agonistow i antagonistow w tabeli 1 oraz
2) co najmniej dwie tkanki docelowe sg marginalnie nieistotne, tj. wartosci r wynosza 0,05-0,10.

Tabela 1

Maksymalne dopuszczalne wspétczynniki zmiennosci okreslone dla docelowych dodatkowych
gruczoléw plciowych w przypadku modelu kastrowanego w badaniu walidacyjnym OECD ()

Tkanka Dzialanie antyandrogenne Dzialanie androgenne
Pecherzyki nasienne 40 % 40 %
Dobrzuszny plat gruczotu kroko- 40 % 45 %
wego
Migsien dzwigacz odbytu i migsien 20 % 30 %
opuszkowo-jamisty
Gruczoly Cowpera 35 % 55 %
Zotad? 17 % 22 %
PROCEDURA

Przestrzeganie przepiséw i weryfikacja laboratorium

27. W przeciwienistwie do biologicznego testu wzrostu macicy (rozdzial B.54 niniejszego zalacznika) przedstawienie
kompetencji laboratorium przed rozpoczeciem badaii nie jest konieczne do przeprowadzenia testu Hershbergera,
poniewaz jednoczesne kontrole dodatnie (propionat testosteronu i flutamid) i kontrole ujemne sg prowadzone
jako integralna cze$¢ badania.

Liczba i stan zwierzat

28. Kazda grupa badana i grupa kontrolna powinna sklada¢ si¢ z co najmniej 6 zwierzat. Ma to zastosowanie
zaréwno do protokotéw zwigzanych z dzialaniem androgennym, jak i antyandrogennym.

Kastracja

29.  Po odebraniu zwierzat nalezy przewidzie¢ kilkudniowy wstepny okres aklimatyzacji, aby zapewni¢ zwierzgtom
dobry stan zdrowia i rozwdj. Poniewaz w przypadku zwierzat wykastrowanych przed 42. dniem Zycia (42. dniem
po urodzeniu) moze nie pojawiac si¢ oddzielenie napletka, zwierzeta nalezy kastrowaé w 42. dniu po urodzeniu
lub pézniej, ale nie wczesniej. Zwierzeta kastruje si¢ w znieczuleniu przez nacigcie w mosznie i usuniecie obu
jader i najadrza, a nastgpnie podwigzanie naczyn krwiono$nych i przewodéw nasiennych. Po potwierdzeniu, zZe
nie wystepuje krwawienie, nalezy zamkng¢ moszne za pomocg szwu lub klipsu chirurgicznego. Zwierzetom
nalezy podawac $rodki przeciwbdlowe przez pierwszych kilka dni po zabiegu w celu zlagodzenia jakiegokolwiek
dyskomfortu pozabiegowego. Jezeli kastrowane zwierzeta nabywa si¢ od dostawcy zwierzat, informacje na temat
wieku zwierzat i etapu dojrzalosci plciowej powinny zostaé dostarczone przez dostawce.

(") Progowy wspélczynnik zmiennosci w odniesieniu do danej tkanki okreslono na podstawie wykresu wartosci wspétczynnika zmien-
nosci, uporzadkowanych sekwencyjnie od najnizszych do najwyzszych, jednolicie w odniesieniu do wszystkich eksperymentéow w
badaniu walidacyjnym przy uzyciu konkretnego modelu (agonistycznego lub antagonistycznego). Graniczny wspotczynnik zmien-
nosci odczytano z punktu, w ktérym przyrosty miedzy nastepnymi najwyzszymi wspotczynnikami zmiennoSci w serii s3 znacznie
wigksze niz kilka poprzedzajacych wspélczynnikéw zmiennosci — warto§¢ graniczna. Nalezy zauwazy(¢, ze chociaz w ramach tej
analizy zidentyfikowano wzglednie wiarygodne wartoéci graniczne w odniesieniu do modelu antagonistycznego testu, krzywe wsp6t-
czynnika zmienno$ci dotyczace testu agonistycznego wykazaly bardziej jednolity wzrost, przez co wyznaczenie progowego wsp6t-
czynnika zmiennosci tg metoda bylo poniekad arbitralne.
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Aklimatyzacja po kastracji

30. Zwierzeta powinny nadal aklimatyzowal si¢ w warunkach laboratoryjnych w celu umozliwienia regresu masy
tkanek docelowych przez co najmniej 7 dni po kastracji. Zwierzeta nalezy obserwowal codziennie, a kazde
zwierze z oznakami choroby lub fizycznych anomalii nalezy wylacza¢ z badan. Poddawanie dzialaniu substancji
poprzez rozpoczecie dawkowania (w trakcie badaf) mozna zatem rozpoczal si¢ dopiero w 49. dniu po
urodzeniu, ale nie pézniej niz w 60. dniu po urodzeniu. Wiek w momencie przeprowadzania sekcji nie powinien
przekracza¢ 70. dnia od urodzenia. Ta elastyczno$¢ umozliwia pracownikom laboratorium zaplanowanie prac
eksperymentalnych w sposéb efektywny.

Masa ciala i randomizacja grupy

31. Réznice w indywidualnej masie ciala sg Zrodlem zmiennosci w masie tkanek zaréwno w obrebie grup zwierzat,
jak i miedzy tymi grupami. Zwigkszajaca si¢ zmienno$¢ masy tkanek skutkuje zwigkszonym wspétczynnikiem
zmiennoSci i zmniejszong statystyczng moca testu (okreslang czasami jako czulo$¢ testu). W zwigzku z tym
zrdznicowanie masy ciala nalezy kontrolowa¢ zaréwno eksperymentalnie, jak i statystycznie.

32.  Kontrola eksperymentalna obejmuje tworzenie niewielkich zréznicowan masy ciala w obrebie badanych grup i
miedzy tymi grupami. Po pierwsze, nalezy unika¢ wykorzystywania niezwykle matych lub duzych zwierzat i nie
wigczad ich do badania kohortowego. W momencie rozpoczgcia badai zréznicowanie masy wykorzystywanych
zwierzat nie powinno przekraczaé * 20 % Sredniej masy (np. 175 g £ 35 g w przypadku wykastrowanych
szczuréw w okresie wezesnego dojrzewania). Po drugie, zwierzeta nalezy przydzieli¢ do grup (zaréwno kontrol-
nych, jak i badanych) zgodnie z randomizowanym rozkladem masy w taki sposdb, aby $rednia masa ciala danej
grupy nie odbiegala statystycznie od pozostalych grup. Nalezy odnotowaé procedure randomizacji blokowej.

33.  Poniewaz toksyczno$¢ moze powodowaé zmniejszenie masy ciala w obrgbie grup badanych w stosunku do grupy
kontrolnej, masa ciala w pierwszym dniu podawania badanej substancji chemicznej moglaby zosta¢ wykorzystana
jako statystyczna zmienna towarzyszaca, a nie masa ciala ustalona przy sekgji.

Dawkowanie

34. W celu stwierdzenia, czy badana substancja chemiczna moze mie¢ dzialanie androgenne in vivo, zazwyczaj wystar-
czajg dwie grupy dawkowania badanej substancji chemicznej plus kontrola dodatnia i kontrola nosnika (ujemna)
(zob. pkt 43), dlatego tez taki projekt badania jest preferowany ze wzgledu dobrostan zwierzat. Jezeli celem jest
uzyskanie krzywej dawka-odpowiedZ lub ekstrapolowanie do mniejszych dawek, potrzebne s3 co najmniej 3
grupy dawkowania. Jezeli wymagane sa informacje wykraczajace poza kwesti¢ dzialania androgennego (takie jak
oszacowanie sily dzialania), nalezy rozwazy¢ zastosowanie innego schematu dawkowania. W celu przeprowa-
dzenia badania w zakresie antyandrogenéw badang substancje chemiczna podaje si¢ razem z agonistg androgenu
referencyjnego. Nalezy wykorzysta¢ co najmniej 3 grupy badane objete réznymi dawkami badanej substancji
chemicznej oraz kontrole dodatnig i ujemna (zob. pkt 44). Z wyjatkiem podawania badanej substancji chemicznej
zwierzgta w grupie kontrolnej nalezy traktowaé w identyczny sposob jak zwierz¢ta w grupie badanej. Jezeli przy
podawaniu badanej substancji chemicznej uzywa si¢ nosnika, grupa kontrolna powinna otrzymaé najwigksza
objeto$¢ noénika zastosowang w przypadku grupy badanej.

35.  Wszystkie dawki nalezy proponowal i dobieraé z uwzglednieniem wszelkich istniejgcych danych dotyczacych
toksycznoéci i danych (toksyko)kinetycznych dostepnych w odniesieniu do substancji badanej lub materialow
pokrewnych. Stosujac najwyzsza dawke, nalezy, po pierwsze, uwzgledni¢ LDy, lub informacje dotyczace ostrej
toksyczno$ci w celu uniknigcia $mierci, powaznego cierpienia lub stresu u zwierzat (17)(18)(19)(20), a w drugiej
kolejnosci uwzgledni¢ dostepne informacje dotyczace dawek stosowanych w badaniach toksycznosci podprzew-
leklej i przewleklej. Zasadniczo najwyzsza dawka nie powinna powodowac spadku ostatecznej masy ciata zwierzat
wigkszego niz 10 % masy grupy kontrolnej. Najwyzsza dawka powinna by¢ 1) najwyzsza dawka, ktéra zapewnia
zwierzetom przezycie i ktdra nie wigze si¢ ze znaczng toksycznoscig lub stresem u zwierzat po 10 kolejnych
dniach podawania dawki wynoszgcej maksymalne 1000 mg/kg/dobe (zob. pkt 36) lub 2) dawka wywolujaca dzia-
fania (anty)androgenne, w zaleznoici od tego, ktéra z nich jest nizsza. W ramach badan przesiewowych
dopuszcza si¢ duze odstgpy pomiedzy kolejnym dawkowaniem, np. pét jednostki logarytmicznej (odpowiadajg-
cych sekwencji dawkowania réwnej 3,2) lub nawet jedna jednostke logarytmiczna. W przypadku braku dostep-
nosci odpowiednich danych mozna przeprowadzi¢ badanie ustalajgce zakres dawkowania (zob. pkt 37), aby
wspomoc okreslenie dawek, ktdre nalezy stosowac.

Poziom dawki granicznej

36. Jezeli badanie przy dawce réwnej 1 000 mg/kg masy ciala/dobe i dawce nizszej z wykorzystaniem procedur
opisanych w przypadku tego badania nie jest w stanie wywolal istotnej statystycznie zmiany masy narzadéw
rozrodczych, wowczas zastosowanie dodatkowych dawek mozna uznac za zbedne. Dawka graniczna ma zastoso-
wanie z wyjatkiem przypadkéw, w ktérych dane dotyczace narazenia ludzi wskazujg na potrzebe zastosowania
wyzszej dawki.
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Uwagi dotyczjce ustalania zakresu dawkowania

37. W razie potrzeby mozna przeprowadzi¢ wstepne badanie ustalajace zakres dawkowania, wykorzystujac kilka
zwierzagt w celu doboru odpowiednich grup dawkowania [stosujagc metody badania ostrej toksycznosci
(rozdziat B.1 bis, B.1 ter niniejszego zalgcznika (27), OECD TG 425 (19))]. Celem testu biologicznego Hershber-
gera jest dobér dawek, ktére zapewniaja zwierzetom przezycie i ktére nie wiaza si¢ ze znaczng toksycznoscig lub
stresem u zwierzat po dziesigciu kolejnych dniach podawania substancji chemicznej w wysokosci rownej dawce
granicznej wynoszacej 1 000 mg/kg/dobe, jak wskazano w pkt 35 i 36. W zwiazku z tym mozna skorzystaé z
dokumentu zawierajacego wytyczne OECD (17), w ktérym przedstawiono objawy kliniczne wskazujace na
toksyczno$¢ lub stres u zwierzat. Jezeli jest to wykonalne w ramach przedmiotowego badania ustalajacego zakres
dawkowania, po dziesigciu dniach podawania substancji tkanki docelowe mozna wycig¢ i zwazyé po uplywie
okolo 24 godzin od podania ostatniej dawki. Dane te mozna nastgpnie wykorzysta¢ w celu ulatwienia doboru
dawek w badaniu gtéwnym.

Substancje chemiczne odniesienia i no$nik

38.  Agonistg androgenu odniesienia powinien by¢ propionat testosteronu, nr CAS 57-82-5. Dawkowanie propionatu
testosteronu odniesienia moze wynosi¢ 0,2 mg/kg masy ciala/dobe lub 0,4 mg/kg masy ciala/dobe. Antagonista
androgenu referencyjnego powinien by¢ flutamid, nr CAS 1311-84-7. Dawka referencyjna flutamidu powinna
wynosi¢ 3 mg/kg masy ciala/dobe i powinna by¢ podawana razem z dawka referencyjng propionatu testosteronu.

39.  Zaleca sig, na ile to mozliwe, rozwazenie uzycia w pierwszej kolejnosci roztworu wodnego/zawiesiny wodnej.
Poniewaz jednak wiele ligandéw androgendéw lub ich prekursoréw metabolicznych wykazuje zazwyczaj whasci-
wosci hydrofobowe, najpowszechniejszym podejsciem jest uzycie roztworu/zawiesing w oleju (np. kukury-
dzianym, z orzechéw arachidowych, oleju sezamowym lub w oliwie z oliwek). Badane substancje chemiczne
mozna rozpusci¢ w minimalnej iloSci etanolu 95 % lub w innych odpowiednich rozpuszczalnikach i rozcienczy¢
w badanym no$niku do uzyskania koncowych stezeni roboczych. Nalezy znaé wiasciwosci toksyczne rozpuszczal-
nika i zbada¢ je w oddzielnej grupie kontrolnej rozpuszczalnika. Jezeli badana substancja chemiczna zostanie
uznana za stabilng, mozna zastosowal delikatne podgrzewanie i energiczne mieszanie w celu latwiejszego
rozpuszczenia badanej substancji chemicznej. Nalezy oznaczy¢ stabilno$¢ badanej substancji chemicznej w
nosniku. Jezeli badana substancja chemiczna jest stabilna w trakcie badaf, wéwczas mozna przygotowaé jedng
poczatkowa podwielokrotnos$¢ badanej substancji i przygotowywal codziennie okre$lone rozcienczenia dawek,
zachowujac ostrozno$¢ dla uniknigcia zanieczyszczenia i zepsucia si¢ préobek.

Podawanie dawek
40.  Propionat testosteronu nalezy podawaé przez wstrzyknigcie podskérne, a flutamid przez sond¢ droga doustna.

41.  Substancje chemiczng podaje si¢ droga doustng przez sonde lub przez podskérne wstrzyknigcie. Przy wyborze
drogi podawania nalezy kierowa¢ si¢ dobrostanem zwierzat oraz uwzglednia¢ fizykochemiczne wiasciwosci
badanej substancji chemicznej. Ponadto przed rozpoczeciem intensywnych, dlugoterminowych badan nalezy
wzigé pod uwage aspekty toksykologiczne, takie jak zwigzek z droga narazenia na dzialanie substancji u ludzi
(np. droga doustna przez sondg jako odpowiednik spozycia substancji, podskérne wstrzyknigcie jako odpowiednik
inhalacji lub wchlaniania przez skore) oraz istniejgce informacje toksykologiczne i dane dotyczace metabolizmu i
kinetyki (np. konieczno$¢ unikania efektu pierwszego przejscia, zwigkszona efektywno$¢ przez podanie substancji
okreslong droga), jezeli uzyska si¢ dodanie wyniki na skutek wstrzykniecia.

42.  Zwierz¢tom nalezy dawkowaé substancje w taki sam sposéb i w réwnych odstepach czasu przez dziesig¢ kolej-
nych dni w przyblizeniu w 24-godzinnych odstgpach czasu. Nalezy codziennie dostosowywa¢ wielko§¢ dawki na
podstawie towarzyszacych dawkowaniu codziennych pomiaréw masy ciala. Objeto$¢ dawki i czas podania nalezy
odnotowywa¢ kazdego dnia, w ktérym nastepuje narazenie na dzialanie substancji. Nalezy zachowa¢ szczeg6lng
ostrozno$¢, aby nie przekroczy¢ dawki maksymalnej okre$lonej w pkt 35 w celu umozliwienia wiarygodnej inter-
pretacji danych. W zwigzku z tym nalezy dokona¢ gruntownej oceny spadku masy ciata, objawow klinicznych i
innych ustalen. Do podawania droga doustna nalezy uzy¢ sondy dozotadkowej lub odpowiedniej kaniuli intuba-
cyjnej. Maksymalna objeto$¢ plynu, jakg mozna podal jednorazowo, zalezy od wielkoci badanego zwierzecia.
Nalezy przestrzega¢ lokalnych wytycznych dotyczacych opieki nad zwierzetami, jednak przedmiotowa objetosé
nie powinna przekroczy¢ 5 mlfkg masy ciala, z wyjatkiem roztworéw wodnych, w przypadku ktérych mozna
stosowaé objeto$¢ wynoszacg 10 ml/kg masy ciala. W przypadku wstrzyknie¢ podskérnych dawki nalezy
podawal w okolice topatki na grzbiecie lub w okolice ledzwi przy uzyciu sterylnej igly (np. o rozmiarze 23
lub 25 G) lub strzykawki tuberkulinowej. Golenie miejsca wstrzyknigcia nie jest obowigzkowe. Nalezy odnotowa¢
wszelkie straty, wycieki w miejscu wstrzykniecia lub przypadki niepelnego podania dawki. Catkowita objetosé
wstrzykiwanej dawki przypadajgca na jednego szczura na dobe nie powinna przekracza¢ 0,5 ml/kg masy ciala.
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Procedury szczegétowe w odniesieniu do agonistéw androgenu

43. W przypadku badania w zakresie agonistow androgenéw grupa no$nika stanowi kontrole ujemng, a grupa objeta
podawaniem propionatu testosteronu stanowi kontrole dodatnig. Aktywno$¢ biologiczng zgodng z agonistami
androgen6w bada si¢ przez podawanie badanym grupom badanej substancji chemicznej w okre$lonych dawkach
przez 10 kolejnych dni. Masy pieciu plciowych gruczotéw dodatkowych z grup badanej substancji chemicznej
poréwnuje si¢ z grupa nosnika w zakresie istotnych statystycznie przyrostéw wagi.

Procedury szczegétowe w odniesieniu do antagonistéw androgenu i inhibitoréw 5-alfa-reduktazy

44. W przypadku badania w zakresie antagonistéw androgenu i inhibitoréw 5-alfa-reduktazy grupa objeta podawa-
niem propionatu testosteronu stanowi kontrole ujemna, a grupa, ktérej podaje si¢ jednoczesnie dawki referencyjne
propionatu testosteronu i flutamidu, stanowi kontrole dodatnig. Aktywno$¢ biologiczng zgodng z antagonistami
androgenu i inhibitorami 5-alfa-reduktazy bada si¢, podajac dawke referencyjng propionatu testosteronu i badanej
substancji chemicznej przez 10 kolejnych dni. Masy pieciu plciowych gruczotéw dodatkowych z grupy objetej
podawaniem propionatu testosteronu i grupy badanej substancji chemicznej poréwnuje si¢ pod wzgledem istot-
nych statystycznie spadkéw masy z grupa odniesienia, ktéra otrzymywala wylacznie propionat testosteronu.

OBSERWACJE

Obserwacje kliniczne

45.  Ogolne obserwacje kliniczne nalezy przeprowadzal przynajmniej raz dziennie, a przypadku zaobserwowania
oznak toksycznosci ze zwigkszong czestotliwoscia. Najlepiej jest prowadzi¢ obserwacje o tych samych godzinach
doby z uwzglednieniem okresu oczekiwanych skutkéw szczytowych po dawkowaniu. Nalezy przeprowadzad
obserwacje zwierzat pod katem $miertelnosci, zachorowalno$ci i ogdlnych objawéw klinicznych, takich jak
zmiany w zachowaniu, skorze, siersci, oczach, blonach Sluzowych, wystgpowanie wydzielin i wydalin oraz aktyw-
no$¢ autonomicznej czgsci ukladu nerwowego (np. tzawienie, piloreksja, rozmiar Zrenic, nietypowy rytm oddy-
chania).

46. Kazde zwierzg, ktore poniosto $mier¢, nalezy usunaé i zutylizowaé bez dalszej analizy danych. Kazda $mieré zwie-
rzecia poprzedzajacy sekcje nalezy uwzgledni¢ w dokumentacji dotyczacej badania wraz z podaniem wszelkich
widocznych przyczyn $mierci. Kazde zwierz¢ w stanie agonalnym nalezy u$mierci¢ w sposéb humanitarny. Kazde
zwierz¢ w stanie agonalnym i w konsekwencji poddane eutanazji nalezy uwzgledni¢ w dokumentacji dotyczacej
badania wraz z podaniem widocznych przyczyn $mierci.

Masa ciala i spozycie pokarmu

47.  Wszystkie zwierzeta nalezy codziennie wazy¢ z dokladnoscia do 0,1 g, zaczynajac tuz przed rozpoczeciem
dawkowania, tj. w momencie przydzielania zwierzat do grup. Opcjonalnie mozna mierzy¢ ilosci spozywanego
pokarmu przypadajace na kazda klatke w trakcie okresu dawkowania, wazac w tym celu karmniki. Wyniki doty-
czace spozycia pokarmu nalezy wyraza¢ w gramach na szczura na dobe.

Sekcja oraz pomiar masy tkanek i narzagdéw

48.  Po okolo 24 godzinach od ostatniego podania badanej substancji chemicznej szczury nalezy poddaé eutanazji i
wykrwawi¢ zgodnie ze standardowymi procedurami stosowanymi w laboratorium prowadzgcym, a nastepnie
przeprowadzi¢ sekcje. W sprawozdaniu sporzadzonym przez laboratorium nalezy odnotowal metode zastoso-
wang do humanitarnego u$miercenia.

49.  Najlepiej jest dokonywac sekeji na losowo wybranych zwierzetach z grup w celu unikniecia progresji rosnacej lub
malejacej w ramach grup dawkowania, co mogloby wplynaé na dane. Wszelkie ustalenia dokonane w trakcie
sekgji, tj. zmiany patologiczne/widoczne uszkodzenia nalezy odnotowaé i zarejestrowac.

50. Nalezy zwazy¢ piec tkanek zaleznych od androgenéw (dobrzuszny plat gruczotu krokowego, pecherzyk nasienny,
miesien-dZzwigacz odbytu i migsien opuszkowo-jamisty, gruczoly Cowpera, zoladz). Tkanki te nalezy wyciaé,
ostroznie usungé nadmiar przylegajacej tkanki i tluszczu i okresli¢ natychmiast ich mase¢ w stanie $wiezym
(nieutrwalonym). Z kazda tkankg nalezy obchodzi¢ si¢ z zachowaniem szczegblnej ostroznosci, aby unikngé
utraty plynéw i osuszenia, co moze by¢ Zrédlem znacznych bledéw i zmiennosci w wyniku spadku odnotowa-
nych mas. Szereg tkanek moze by¢ bardzo malych lub ich wycigcie moze sprawiaé trudnosci, co stanie si¢ przy-
czyng zmiennosci. W zwiazku z tym wazne jest, aby osoby przeprowadzajace sekcje plciowych gruczoléw
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dodatkowych zapoznaly si¢ ze standardowymi procedurami przeprowadzania sekji tych tkanek. Podrecznik doty-
czacy standardowej procedury operacyjnej dostepny jest na stronach internetowych OECD (21). Dokladne prze-
szkolenie zgodnie z wytycznymi standardowej procedury operacyjnej zminimalizuje potencjalne Zrédlo powstania
zmiennoSci w badaniu. Najlepiej bytoby, gdyby za sekcje danej tkanki odpowiadat ten sam prosektor w celu wyeli-
minowania réznic miedzyosobniczych w trakcie przetwarzania tkanek. Jezeli nie jest to mozliwe, nalezy przygo-
towac proces sekcji w taki sposdb, aby kazdy prosektor przeprowadzal sekcje danej tkanki we wszystkich grupach
badanych zamiast jednej osoby prowadzacej sekcje wszystkich tkanek z grupy kontrolnej, a innej osoby odpowie-
dzialnej za grupy badane. Nalezy zwazy¢ kazda pomocniczg tkanke plciowa bez osuszania jej z dokladnoscia do
0,1 mg i odnotowa¢ te pomiary w odniesieniu do kazdego zwierzecia.

51.  Szereg tkanek moze by¢ bardzo malych lub ich sekcja moze sprawiaé trudnosci, co stanie si¢ przyczyng zmien-
nosci. Wczesniejsze badania wskazaly zakres wspolczynnikéw zmiennosci, ktory wydaje si¢ rézni¢ w zaleznosci
od bieglosci laboratorium. W kilku przypadkach w obrebie konkretnego laboratorium zaobserwowano znaczne
réznice w masie bezwzglednej tkanek takich jak dobrzuszny plat gruczotu krokowego i gruczoly Cowpera.

52.  Pomiar masy watroby, obu nerek i obu nadnerczy jest nicobowigzkowy. Nalezy jeszcze raz zaznaczy(, ze tkanki
nalezy pozbawi¢ przylegajacej powiezi i tluszczu. Watrobe nalezy zwazy¢ i pomiar odnotowa¢ z doktadnoscig do
0,1 g; obie nerki i nadnercza zwazy¢ i pomiar odnotowa¢ z dokladnoscia do 0,1 mg. Watroba, nerki i nadnercza
nie tylko pozostaja pod wplywem androgenéw; stanowia réwniez Zrédto przydatnych wskaznikéw toksycznosci
ogdlnoustrojowe;.

53.  Pomiar poziomu hormonu luteinizujacego w surowicy (LH), hormonu folikulotropowego (FSH) i testosteronu (T)
jest nieobowiazkowy. OkreSlenie pozioméw T w surowicy jest przydatne, jezeli badana substancja chemiczna
wywoluje metabolizm watrobowy testosteronu, zmniejszajac tym samym jego poziom w surowicy. Bez danych
dotyczacych T dzialanie takie moze okazac si¢ dzialaniem wywolanym za posrednictwem mechanizmu antyand-
rogennego. Na podstawie pozioméw LH mozna uzyskaé informacje o zdolnosci antyandrogenu nie tylko do
pomniejszania masy organdw, ale takze do oddzialywania na funkcje podwzgérza-przysadki, co w badaniach
dlugoterminowych moze wywola¢ nowotwory jader. FSH jest waznym hormonem w procesie spermatogenezy.
Pomiar poziomu T4 i T3 w surowicy, na podstawie ktérego uzyskano by dodatkowe informacje dotyczace zdol-
nosci do zakldcania homeostazy hormonu tarczycy, réwniez jest nieobowiazkowy. Jezeli pomiary pozioméw
hormonéw maja zosta¢ wykonane, szczury nalezy podda¢ znieczuleniu przed sekcjg i pobraé krew przez punkcje
serca, a metode znieczulania nalezy wybra¢ z zachowaniem ostroznosci w taki sposéb, aby nie oddzialywala na
pomiar hormonéw. Nalezy odnotowaé metod¢ przygotowania surowicy, Zrédlo do badania radioimmunologicz-
nego lub inny zestaw pomiarowy, procedury analityczne oraz wyniki. Poziomy LH nalezy odnotowa¢ jako ng na
ml surowicy, a poziomy T takze nalezy odnotowywac jako ng na ml surowicy.

54.  Sekcja tkanek jest opisywana w nastepujacy sposéb wraz ze szczegbtowymi informacjami dotyczacymi sekgji, do
ktérych dolaczone sa zdjecia, publikowane jako materialy uzupelniajgce w ramach programu walidacyjnego (21).
Material wideo dotyczacy sekcji jest réwniez dostepny na stronach internetowych koreanskiej Agencji ds.
Zywnoéci i Lekow (22).

— Po ulozeniu zwierzecia powierzchnig brzuszng zwrdécong do gory nalezy ustalié, czy napletek pracia oddzielil
si¢ od zoledzia. Jezeli tak, nalezy nastgpnie zsung¢ napletek i usunaé zoladz, zwazy¢ (z dokladnoscia do
0,1 mg) i odnotowac¢ pomiar.

— Rozcigé skére i Sciang brzucha, odstaniajac narzady wewnetrzne. Jezeli dokonuje si¢ nieobowiagzkowego
pomiaru masy narzadéw, nalezy usuna¢ i zwazy¢ watrobe z dokladnoscig do 0,1 g, usunaé Zoladek i jelita,
usung¢ i zwazy¢ obie nerki i oba nadnercza z dokladnoscig do 0,1 mg. W wyniku sekcji odstoniety zostaje
pecherz i rozpoczyna sie sekcja docelowych meskich plciowych gruczotéw dodatkowych.

— W celu przeprowadzenia sekcji dobrzusznego plata gruczolu krokowego nalezy oddzieli¢ pecherz od warstwy
mig$nia brzusznego, przecinajac tkanke laczng wzdluz linii Srodkowej. Przesunaé pecherz do przodu w
kierunku pecherzykéw nasiennych, odstaniajac lewy i prawy dobrzuszny plat gruczotu krokowego (pokrytego
warstwg tluszczu). Ostroznie wycisngé tluszcz z prawego i lewego plata dobrzusznego gruczolu krokowego.
Delikatnie odsung¢ prawy dobrzuszny plat gruczolu krokowego od cewki moczowej i odcigé go od cewki
moczowej. Przytrzymujac prawy dobrzuszny plat gruczotu krokowego, delikatnie odsungé lewy dobrzuszny
plat gruczotu krokowego od cewki moczowej i nastgpnie dokonad jego wycigcia; zwazy¢ z dokladnoscia do
0,1 mg i odnotowa¢ pomiar.

— W celu przeprowadzenia sekcji pecherzykéw nasiennych i gruczotéw koagulujacych przesunaé pecherz w
kierunku ogona, odkrywajac nasieniowdd oraz prawy i lewy plat pecherzykéw nasiennych i gruczotéw koagu-
lujacych. Nalezy zapobiec wyciekowi plynu przez zaci$nigcie kleszczykéw chirurgicznych u podstawy peche-
rzykoéw nasiennych i gruczoléw koagulujacych w miejscu laczenia si¢ nasieniowodu z cewka moczowa.
Ostroznie wycig¢ pecherzyki nasienne i gruczoly koagulujace, zacisngé kleszczyki chirurgiczne i usungé
tluszcz i przydatki, umiesci¢ w szalce do wazenia, zdja¢ kleszczyki, zwazy¢ z dokladnoscig do 0,1 mg i odno-
towaé pomiar.
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— W celu przeprowadzenia sekcji mig$nia dzwigacza odbytu i mig$nia opuszkowo-jamistego nalezy odstonié
migsnie i podstawe pracia. Migsnie dzwigacze odbytu otaczajg okreznice, a przednie mig$nie dzZwigacza
odbytu i migénie opuszkowo-jamiste polaczone sa z opuszkami pracia. Nalezy usungé skore i przydatki z
okolicy okotoodbytowej rozciaggajacej si¢ od podstawy pracia do przedniej krawedzi odbytu. Migsnie opusz-
kowo-jamiste odcina si¢ stopniowo od opuszka pracia i tkanek. Po rozcigciu okreznicy na dwie cze$ci mozna
dokona¢ sekgji 1 usungé migsnie dZwigacze odbytu i mig$nie opuszkowo-jamiste. Migsnie dZwigacze odbytu i
mig$nie opuszkowo-jamiste nalezy oczysci¢ z tluszczu i przydatkéw, zwazy¢ z dokladnoscig do 0,1 mg i
odnotowa¢ pomiar.

— Po usunigciu mie$ni dZwigaczy odbytu i mies$ni opuszkowo-jamistych mozna dojrzeé¢ okragle gruczoly
Cowpera lub gruczoly opuszkowo-cewkowe u podstawy opuszkéw pracia, nieco blizej grzbietu. Nalezy
zachowad ostrozno$¢ przy wycinaniu, aby unikng¢ naruszenia cienkiej torebki i wycieku plynu. Nalezy zwazy¢
oba gruczoly Cowpera lub gruczoly opuszkowo-cewkowe z dokladnoscig do 0,1 mg i odnotowaé pomiar.

— Ponadto jezeli w trakcie sekcji i wycinania nastgpi utrata plynu z ktéregokolwiek gruczotu, fakt ten nalezy
odnotowac.

55.  Jezeli ocena kazdej substancji chemicznej wymaga sekcji wigkszej liczby zwierzat niz liczba, jakg mozna wykonad
w ciggu jednego dnia, rozpoczecie badan mozna rozlozy¢ na dwa kolejne dni, co skutkuje rozlozeniem sekgji i
zwigzanych z tym prac na dwa dni. Jezeli nastgpi takie rozlozenie badafi w czasie, nalezy wykorzystaé polowe
zwierzat z grupy badanej.

56.  Zwloki zwierzgt nalezy zutylizowaé w odpowiedni sposéb po przeprowadzeniu sekgji.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Dane

57. Dane nalezy zglasza¢ indywidualnie (tj. masa ciala, masa dodatkowych gruczoléw plciowych, pomiary nieob-
owigzkowe i inne reakcje oraz spostrzezenia) i w odniesieniu do kazdej grupy zwierzat (Srednie i odchylenia stan-
dardowe wszystkich dokonanych pomiaréw). Dane nalezy zestawi¢ w formie tabeli. Dane powinny okresla¢ liczbe
zwierzat na poczatku badania, liczbe zwierzat, ktére poniosty $mier¢ podczas badania lub ktére wykazaly oznaki
toksycznosci, opis zaobserwowanych oznak toksycznosci, w tym czas ich pojawienia si¢, czas trwania i dotkli-
woscC.

58. W koncowym sprawozdaniu nalezy uwzgledni¢ nastepujace informacje:

Placéwka badawcza:

— nazwa obiektu, lokalizacja,
— kierownik badan i pozostali pracownicy oraz ich obowiazki w trakcie badan,

— daty rozpoczecia i zakonczenia badan, tj. kolejno pierwszy dziefi podawania badanej substancji chemicznej i
ostatni dzien sekgji.

Badana substancja chemiczna:

— zrédlo, numer partii/serii, nazwa, czysto$¢, pelny adres dostawcy i charakterystyka badanych substancji
chemicznych,

— wiasciwosci fizyczne i w stosownych przypadkach wlasciwosci fizykochemiczne,
— warunki przechowywania oraz metoda i czgstotliwo$¢ przygotowywania rozcieficzen,
— wszelkie dane dotyczace stabilnosci,

— wszelkie analizy dawkowanych roztworéw/zawiesin.

Nosnik:
— charakterystyka nosnika (nazwa, dostawca i numer partii),

— uzasadnienie wyboru danego no$nika (jezeli nosnikiem nie jest woda).

Badane zwierzgta i procedury hodowli zwierzgt:

— wykorzystany gatunek/szczep i uzasadnienie jego wyboru,
— zrédlo lub dostawca zwierzat, w tym pelne dane adresowe,

— liczba i wiek dostarczonych zwierzat,
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— warunki trzymania (temperatura, o$wietlenie itp.),
— pasza (nazwa, rodzaj, dostawca, numer partii, sklad i, o ile s3 znane, poziomy fitoestrogenéw),
— S§cidtka (nazwa, rodzaj, dostawca, sklad),

— warunki umieszczania zwierzat w klatkach i liczba zwierzat przypadajaca na jedng klatke.

Warunki testu:

— wiek w momencie kastracji, czas trwania aklimatyzacji po kastracji,
— indywidualne masy ciala zwierzat na poczatku badania (z doktadnoscig do 0,1 g),

— proces randomizacji i zapis dotyczacy przydzielenia zwierzat do grupy nos$nika, grupy odniesienia, grup
badanej substancji chemicznej oraz klatek,

— $rednia i odchylenie standardowe mas ciala w odniesieniu do kazdej grupy w odniesieniu do kazdego dnia
wazenia w trakcie badan,

— uzasadnienie wyboru dawki,
— droga podania badanej substancji chemicznej i uzasadnienie wyboru drogi narazenia,

— w przypadku stosowania testu dotyczacego antyandrogennosci, informacje dotyczace dawkowania propionatu
testosteronu (dawka i objetos¢),

— dawkowanie badanej substancji chemicznej (dawka i objetosd),
— czas dawkowania,
— procedury dotyczace sekcji, w tym sposoby wykrwawienia i §rodki znieczulenia,

— jezeli przeprowadza si¢ analiz¢ surowicy, nalezy przedstawi¢ szczegdly zastosowanych metod. Na przyklad
jezeli stosuje si¢ RIA, nalezy przedstawi¢ procedurg RIA, Zrédlo narzedzi uzywanych do RIA, daty wygasnigcia
przydatnosci narzedzi, procedure pomiaru scyntylacyjnego oraz standaryzacje.

Wyniki:

— codzienne obserwacje kazdego zwierzecia w trakcie dawkowania, obejmujace:
— masg ciala (z dokladnoscig do 0,1 g),

— objawy kliniczne (jezeli takie wystepuja),

— wszelkie pomiary lub uwagi w odniesieniu do spozycia pokarmu.

— obserwacje w trakcie sekcji w odniesieniu do kazdego zwierzgcia, obejmujace:
— datg sekgji,

— grupe badana, do ktdrej nalezy zwierze,

— numer identyfikacyjny zwierzecia,

— prosektora,

— porg dnia, kiedy wykonuje si¢ sekcje i wycinanie,

— wiek zwierzecia,

— koficowg masa ciala przy sekcji, z wyszczegdlnieniem wszelkich istotnych statystycznie wzrostow lub
spadkow,

— kolejnos¢ wykrwawiania zwierzecia i wycinania w trakcie sekdji,

— masy pieciu docelowych tkanek zaleznych od androgenéw:

— dobrzuszny plat gruczolu krokowego (z dokladnoscig do 0,1 mg),

— pecherzyki nasienne i gruczoly koagulujace, w tym plyny (oba, z dokladnoscig do 0,1 mg),

— zespdl migéni dzwigaczy odbytu i migsni opuszkowo-jamistych (z dokladnoscig do 0,1 mg),
— gruczoly Cowpera (waga obu gruczoléw natychmiast po sekgji, z doktadnoscig do 0,1 mg),

— zoladZ (waga natychmiast po sekeji, z doktadnoscia do 0,1 mg),
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— masy tkanek z pomiaréw nieobowigzkowych, jezeli takie zostaly wykonane:
— watroba (z dokladnoscia do 0,1 g),
— nerka (obie, z dokladnoscia do 0,1 mg),
— nadnercze (oba, z dokladnoscig do 0,1 mg),
— ogblne uwagi i spostrzezenia,
— analiza poziomu hormonéw w surowicy, jezeli taka zostala wykonana:
— LH w surowicy (nieobowigzkowe — ng na ml surowicy), oraz
— poziom T w surowicy (nieobowigzkowe — ng na ml surowicy),

— ogo6lne uwagi i spostrzezenia.

Zestawienie danych:

Dane nalezy zestawi¢ w formie tabeli obejmujacej wielkos¢ proby w odniesieniu do kazdej grupy, $rednia
wartoSci, blad standardowy $redniej lub odchylenie standardowe. W tabelach nalezy uwzgledni¢ masy ciala zmie-
rzone w trakcie sekcji, zmiany masy ciata od rozpoczecia dawkowania az do sekgji, masy docelowych plciowych
gruczoléw dodatkowych i wszelkie nieobowigzkowe pomiary mas organdw.

Oméwienie wynikéw

Analiza wynikéw

59. Nalezy dokonaé analizy statystycznej mas ciala i organéw zmierzonych w trakcie sekcji pod wzgledem wiasci-
wosci takich jak homogeniczno$¢ wariancji z odpowiednimi przeksztalceniami danych w razie potrzeby. Grupy
badane nalezy poréwnaé z grupami kontrolnymi, korzystajac z technik takich jak ANOVA, a nastepnie poréw-
nanie w parach (np. jednostronny test Dunnetta) oraz kryterium réznicy statystycznej, na przyklad p < 0,05.
Nalezy zidentyfikowaé grupy, ktére uzyskuja istotno$¢ statystyczng. Nalezy jednak unikaé »wzglednych« mas
»organéw« ze wzgledu na niewazne statystyczne zaloZenia stanowigce podstawe takich manipulacji danymi.

60. W przypadku agonistéw androgenéw kontrole powinna stanowi¢ grupa no$nika. Wlasciwosci sposobu dziatania
badanej substancji chemicznej moga doprowadzi¢ do réznych reakcji wzglednych miedzy tkankami, na przyklad
trenbolon, ktéry nie moze ulec przemianie pod wplywem 5-alfa-reduktazy, ma bardziej widoczny wplyw na
migsien dzwigacz odbytu i mig$nie opuszkowo-jamiste oraz zolagdZz niz propionat testosteronu. Istotny statys-
tycznie wzrost (p < 0,05) masy ktérychkolwiek dwoch lub wigkszej liczby sposrdd pieciu docelowych tkanek
zaleznych od androgenéw (dobrzuszny plat gruczotu krokowego, migsiefi-dzwigacz odbytu i migsien opuszkowo-
jamisty, zotadz, gruczoly koagulujace oraz pecherzyki nasienne i gruczoly koagulujace) nalezy uznaé za dodatni
wynik dzialania agonisty androgenu, przy czym pewien zwigkszony wzrost powinien cechowaé wszystkie doce-
lowe tkanki. Polaczong ocene wszystkich reakcji plciowych gruczoléw dodatkowych mozna by uzyska¢, korzys-
tajac z odpowiedniej wielowymiarowej analizy danych. Mogloby to poprawi¢ jako$¢ analizy, szczegdlnie w przy-
padkach, w ktérych tylko pojedyncza tkanka odznacza si¢ istotng statystycznie reakcja.

61. W przypadku antagonistow androgenu grupe kontrolng powinna stanowi¢ grupa badana, ktérej podano androgen
referencyjny (wylacznie propionat testosteronu). Charakterystyka dzialania badanej substancji chemicznej moze
doprowadzi¢ do réznych reakcji wzglednych miedzy tkankami, na przyklad inhibitory 5-alfa-reduktazy, jak finas-
teryd, maja bardziej widoczny wplyw na dobrzuszny plat gruczolu krokowego niz na inne tkanki w poréwnaniu
do silnych antagonistow receptora androgenowego, jak flutamid. Istotny statystycznie spadek (p < 0,05) masy
ktérychkolwiek dwoch lub wigkszej liczby sposrdd pigciu docelowych tkanek zaleznych od androgenéw
(dobrzuszny plat gruczolu krokowego, migsien-dzwigacz odbytu i migsien opuszkowo-jamisty, zoladz, gruczoly
koagulujace oraz pecherzyki nasienne i gruczoly koagulujace) w stosunku do dawkowania samego propionatu
testosteronu nalezy uzna¢ za dodatni wynik dzialania antagonisty androgenu, przy czym pewien zwigkszony
wzrost powinien cechowal wszystkie docelowe tkanki. Polagczong oceng wszystkich reakeji plciowych gruczoléow
dodatkowych mozna by uzyskaé, korzystajac z odpowiedniej wielowymiarowej analizy danych. Mogloby to
poprawi¢ jakos§¢ analizy, szczegdlnie w przypadkach, w ktérych tylko pojedyncza tkanka odznacza si¢ istotng
statystycznie reakcjg.

62. Dane nalezy zestawi¢ w formie tabeli, obejmujacej Srednig, blad standardowy $redniej (odchylenie standardowe
réwniez byloby dopuszczalne) oraz wielko$¢ préby w odniesieniu do kazdej grupy. Nalezy réwniez dolaczyé
poszczeg6lne tabele z danymi. Nalezy przeanalizowaé wartosci indywidualne, $rednia, blad standardowy (odchy-
lenie standardowe) i warto$ci wspélczynnika zmiennosci dla danych kontroli w celu ustalenia, czy spelniaja one
dopuszczalne kryteria pod wzgledem spdjnosci z przewidywanymi warto$ciami historycznymi. Wspdlczynniki
zmiennoci, ktére przekraczajg warto$ci wspélczynnika zmiennosci przedstawione w tabeli 1 (zob. pkt 25 i 26)
w odniesieniu do kazdej masy narzadu powinny wskazywal, czy istnieja bledy w zapisie lub wprowadzaniu
danych lub czy laboratorium osiagnelo juz bieglos¢ w przeprowadzaniu dokladnej sekcji tkanek zaleznych od
androgen6w i czy uzasadnione jest zalecanie dalszych szkolen/praktyki w tym zakresie. Zasadniczo wspdtczynniki
zmiennosci (odchylenie standardowe podzielone przez $rednig mase narzadu) s3 odtwarzalne w ramach réznych
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badan prowadzonych przez rézne laboratoria. Przedstawione dane powinny obejmowaé co najmniej: dobrzuszny
plat gruczotu krokowego, pecherzyk nasienny, migsien dZwigacz odbytu i migsien opuszkowo-jamisty, gruczoly
Cowpera, zoladz, watrobe i masy ciala oraz zmiany mas ciala od poczatku dawkowania az do sekcji. Dane mozna
przedstawi¢ takze po skorygowaniu kowariancji w odniesieniu do masy ciala, jednak nie powinno to zastgpowac
przedstawienia danych nieskorygowanych. Ponadto jezeli oddzielenie napletka nie wystapito w Zadnej z grup,
przypadek ten nalezy odnotowa¢ i poréwnac statystycznie z grupa kontrolng, stosujac doktadny test Fishera.

63. Sprawdzajac wprowadzone dane komputerowe z oryginalnymi arkuszami danych pod wzgledem dokladnosci,
warto$ci masy narzadéw, ktore nie sg biologicznie wiarygodne lub réznig si¢ ponad trzema odchyleniami standar-
dowymi od $redniej w grupie badanej, nalezy dokladnie przeanalizowaé i ewentualnie rozwazy¢ koniecznosé
odrzucenia ich, poniewaz prawdopodobnie stanowig one bledy zapisu.

64. Poréwnanie wynikéw badan z warto$ciami wspélczynnika zmiennosci OECD (w tabeli 1) czesto jest waznym
krokiem w kierunku interpretacji w zakresie waznosci wynikéw badan. Nalezy zachowa¢ dane historyczne doty-
czace grup kontrolnych nosnika w laboratorium. Dane historyczne dotyczace reakcji na pozytywne substancje
chemiczne odniesienia, takie jak propionat testosteronu i flutamid, réwniez nalezy zachowaé w laboratorium.
Laboratoria moga takze okresowo bada¢ reakcje na dzialanie znanych stabych agonistéw i antagonistéw andro-
genéw i przechowywal te dane. Dane te mozna poréwnaé z dostgpnymi danymi OECD, aby zapewni¢ statys-
tyczng dokladno$¢ i moc metod stosowanych przez laboratorium.
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Dodatek 1

DEFINICJE:
Androgenny jest terminem stosowanym do okreslenia dodatniego wplywu na rozwdj tkanek zaleznych od androgenéw.

Antyandrogenny oznacza zdolnos$¢ substancji chemicznej do tlumienia dziatania propionatu testosteronu w organizmie
ssakow.

Substancja chemiczna oznacza substancje lub mieszanine.
Data urodzenia oznacza dzied 0 po urodzeniu.

Dawka oznacza ilo§¢ podawanej badanej substancji chemicznej. Do celéw testu biologicznego Hershbergera dawke
wyraza si¢ jako mas¢ badanej substancji chemicznej na jednostkowa mas¢ ciala zwierz¢cia na dobe (np. mg/kg masy
ciata/dobeg).

Dawkowanie jest terminem ogélnym obejmujgcym dawke, czestotliwos¢ i czas trwania dawkowania.

Agonalny jest terminem stosowanym do okreSlenia zwierzecia w stanie $mierci, tj. zblizajacego si¢ do momentu
$mierci.

Dziefi X po urodzeniu oznacza X-ty dziefi zycia od dnia urodzenia.

Czulo$¢ oznacza potencjal metody badawczej w zakresie poprawnego identyfikowania substancji chemicznych posiada-
jacych badang wlasciwosc.

Swoisto$¢ oznacza potencjal metody badawczej w zakresie poprawnego identyfikowania substancji chemicznych niepo-
siadajacych badanej wlasciwosci.

Badana substancja chemiczne oznacza kazda substancj¢ lub mieszaning badang za pomocg opisywanej metody badaw-
czej.

Walidacja oznacza proces naukowy opracowany w celu scharakteryzowania wymogéw operacyjnych i ograniczen
metody badawczej oraz w celu przedstawienia jej wiarygodnosci i znaczenia w odniesieniu do poszczegdlnego celu.



Uwaga: Dokument sporzadzony przez czlonkéw sekretariatu programu wytycznych dotyczacych badan w oparciu o porozumienie osiagniete na széstym

Dodatek 2

posiedzeniu grupy zadaniowej ds. badafi i oceny substancji zaburzajacych funkcjonowanie uktadu hormonalnego

Ramy koncepcyjne OECD w zakresie badan i oceny substandji zaburzajgcych funkcjonowanie ukladu hormonalnego

Sortowanie i ustalenie substancji

biodegradowalnos¢

priorytetowych w oparciu o istniejace

uzywania

1
Poziom 1 l
i

informacje

— Zagrozenie, np. dostepne dane toksykologiczne

— Wlasciwosci fizyczne i chemiczne, np. masa czasteczkowa, reaktywnos¢, lotnosé,

— Narazenie ludzi i naraZzenie Srodowiskowe, np. wielko$¢ produkgji, uwalnianie, wzory

Poziom 2
Testy in vitro dostarczajace danych
dotyczacych mechanizméw

dzialania

— Podobienstwo wigzan receptorowych ER, AR, TR

— Aktywacja transkrypcji

— Aromatazaisteroidogeneza in vitro

— Rozpoznanie/wigzanie weglowodorowego receptora
arylowego

— QSAR

Testy in vivo dostarczajace danych

— Test wzrostu macicy (pochodzenie estrogenne)

I Poziom 3 l

dotyczacych pojedynczych
mechanizméw i efektéw uktadu

— Wysoka przepustowo$¢ badan wstepnych

— Czynno$¢ tarczycy

— Test witellogeniny (VTG) w hepatocytachu
ryb

— Inne (w stosownych przypadkach)

— Test Hershbergera (pochodzenie androgenne)

— Test witellogeniny (VTG) u ryb

— Dziatanie hormonalne o podtozu

niereceptorowym

(pochodzenie estrogenne)

hormonalnego | — Inne (np. tarczyca)
. Rozszerzona wytyczna OECD nr 407 (punkty
Poziom 4 koficowe w oparciu o mechanizmy ukladu — Badanie histopatologiczne

Testy in vivo dostarczajace danych
dotyczacych wielu mechanizméw i
efektéw ukfadu hormonalnego

hormonalnego)

gonad uryb

— Testy dojrzewania plciowego u samedw i samic

— Test metamorfozy Zab

— Test dorostych samcdw niepoddanych kastracji

Poziom 5
Testy in vivo dostarczajgce danych

Test jednego pokolenia (rozszerzona wytyczna dotyczaca

badafinr 415)"

— Czgsciowe i pelne testy cykli zycia

Test dwoch pokolen: {rozszerzona wytyczna dotyczaca badan

nr416)l

ryb, ptakéw, plazéw i

dotyczacych dzialafi mechanizméw
ukladu hormonalnego i innych
mechanizméw

Badanie przesiewowe w zakresie rozrodczosci (rozszerzona

bezkregowcow (testy rozwojowe [

wytyczma dotyczgca badaf nr 421)!

testy w zakresie rozrodczoéci)

L Faczone 28-dniowe badanie przesiewowe [ badanie

przesiewowe w zakresie rozrodczosci (rozszerzona wytyczna

dotyczgca badah nr 422)!

VMG mamm rozwazy mozliwe udoskonalenia

VMG mamm: zesp6t zarzadzania walidacja ds. badan i oceny ssakow
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UWAGI DO POWYZSZYCH RAM

Uwaga 1: Istnieje mozliwo$crozpoczynania i rezygnacji na wszystkich poziomach i zalezy to od charakteru istniejacego
zapotrzebowania na informacje do celéw oceny zagrozenia i ryzyka.

Uwaga 2: Na poziomie 5 w badaniach z zakresu ekotoksykologii nalezy zawrze¢ punkty koncowe wskazujace mecha-
nizmy niepozadanych skutkéw i potencjalne szkody dla populagji.

Uwaga 3: W przypadku gdy model multimodalny obejmuje kilka testéw pojedynczych punktéw koficowych, przedmio-
towy model zastgpi stosowanie tych testéw pojedynczych punktéw korficowych.

Uwaga 4: Ocena kazdej substancji chemicznej powinna opierac si¢ na indywidualnych przypadkach, z uwzglednieniem
wszystkich dostepnych informacji, majac na uwadze role pozioméw powyzszych ram koncepcyjnych.

Uwaga 5: Obecnie nie nalezy traktowaé powyzszych ram koncepcyjnych jako wytycznych obejmujacych wszystkie
kwestie. Poziomy 3, 4 i 5 obejmuja testy, ktére sa dostgpne lub w odniesieniu do ktérych trwa proces wali-
dacji. W odniesieniu do tej ostatniej kwestii testy te zostaly tymczasowo wlaczone. Po ich opracowaniu i
przeprowadzeniu walidacji zostang oficjalnie dodane do ram koncepcyjnych.

Uwaga 6: Nie nalezy uznawad, Ze poziom 5 zawiera wylacznie badania ostateczne. Uznaje si¢, Ze badania uwzglednione
na tym poziomie przyczyniaja si¢ do ogdlnej oceny zagrozenia i ryzyka.
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B.56. ROZSZERZONE BADANIE TOKSYCZNOSCI REPRODUKCY]JNE] JEDNEGO POKOLENIA

WPROWADZENIE

1. Opisywana metoda badawcza jest zgodna z dotyczacg badan wytyczng OECD nr 443 (2012 r.). Metoda ta opiera
si¢ na propozycji Migdzynarodowego Instytutu Nauk Biologicznych (ILSI)-Instytutu Badaii Srodowiskowo-Zdro-
wotnych (HESI), Komitetu Technicznego ds. Oceny Bezpieczefistwa Chemicznego w Rolnictwie (ACSA) dotyczacej
rozszerzonego badania toksycznosci reprodukcyjnej jednego pokolenia na etapie zycia pokolenia F,, jak przedsta-
wiono w publikacji Cooper i in., 2006 r. (1). W projekcie badania wprowadzono kilka ulepszeni i wyjasnieri, aby
zapewnic elastyczno$¢ i podkresli¢ znaczenie wykorzystania z istniejacej wiedzy z jednoczesnym uwzglednieniem
obserwacji na zywych zwierzetach w celu ukierunkowania i dostosowania badan. Przedmiotowa metoda badawcza
zapewnia szczegbtowy opis prowadzenia rozszerzonego badania toksycznosci reprodukcyjnej jednego pokolenia.
W ramach tej metody badawczej opisuje si¢ trzy kohorty zwierzat z pokolenia F:

kohorta 1: ocena reprodukcyjnych/rozwojowych punktéw koficowych; kohorte te mozna rozszerzy¢ na poko-
lenie F,,

kohorta 2: ocena potencjalnego wplywu narazenia na dzialanie substancji chemicznych na rozwijajacy si¢ uktad
nerwowy,

kohorta 3: ocena potencjalnego wplywu narazenia na dzialanie substancji chemicznych na rozwijajacy sie uklad
odpornosciowy.
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2. Decyzje dotyczgce tego, czy przeprowadzi¢ ocene drugiego pokolenia i pomingé kohorte neurotoksycznosci
rozwojowej lub kohorte immunotoksycznosci rozwojowej, powinny odzwierciedlaé stan istniejacej wiedzy na
temat substancji chemicznej podlegajacej ocenie, a takze potrzeby réznych organéw regulacyjnych. Celem
omawianej metody badawczej jest przedstawienie szczegélowych informacji o mozliwych sposobach przeprowa-
dzenia badania i wyja$nienie, w jaki sposéb nalezy ocenia¢ kazda kohorte.

3. Procedura podejmowania decyzji dotyczacej wewnetrznego uruchamiania tworzenia drugiego pokolenia jest
opisana w wytycznej OECD nr 117 (39) skierowanej do tych organéw regulacyjnych, ktére stosuja wewnetrzne
czynniki uruchamiajgce.

USTALENIA WSTEPNE I CELE

4. Gléwnym celem rozszerzonego badania toksycznosci reprodukcyjnej jednego pokolenia jest ocena poszczegdl-
nych etapéw zycia nieobjetych innymi rodzajami badan toksycznosci oraz zbadanie skutkéw, ktére moga pojawié
sie w wyniku narazenia na dzialanie substancji chemicznych w okresie przed- i pourodzeniowym. W przypadku
reprodukcyjnych punktéw koficowych przewiduje sig, ze pierwszym krokiem jest wykorzystanie, w miare dostep-
nosci, informacji z badan toksycznosci dawki powtérzonej (w tym badan przesiewowych toksycznosci reproduk-
cyjnej, np. wytyczna OECD nr 422 (32)) lub z krétkoterminowych badan przesiewowych substancji zaburzajacych
funkcjonowanie ukladu hormonalnego (np. test wzrostu macicy — metoda badawcza B.54 (36) i test Hershber-
gera — metoda badawcza B.55 (37)) w celu wykrycia wplywu na narzady rozrodcze samcéw i samic. Moze to
dotyczy¢ spermatogenezy (histopatologii jader) w przypadku samcéw oraz cykli estrogenowych, liczby peche-
rzykéw jajnikowych/dojrzewania oocytéw oraz integralnosci jajnikoéw (histopatologii) w przypadku samic. Rozsze-
rzone badanie toksycznosci reprodukcyjnej jednego pokolenia stuzy zatem jako badanie reprodukcyjnych
punktéw koncowych, ktére wymagaja interakcji samcéw z samicami, samic z jajem plodowym oraz samic z
potomstwem i pokoleniem F, az do osiggniecia dojrzalosci plciowej (zob. wytycza OECD nr 151 dotyczaca tej
metody badawczej (40)).

5. Przedmiotowa metoda badawcza ma zapewni¢ oceng przed- i pourodzeniowego wplywu dzialania substancji
chemicznych na rozwoj, a takze doglebng oceng toksycznosci ogdlnoustrojowej u samic w okresie ciazy i laktacji
oraz u miodego i dorostego potomstwa. Oczekuje si¢, Ze szczegbtowe badanie gléwnych rozwojowych punktéw
konicowych, takich jak Zywotno$¢ potomstwa, zdrowie noworodkéw, stan rozwoju w momencie narodzin oraz
rozwoj fizyczny i funkcjonalny az do osiagniecia dorostosci, pozwoli zidentyfikowaé konkretne organy docelowe
u potomstwa. Ponadto badanie pozwoli uzyskaé lub potwierdzi¢ informacje na temat wplywu badanej substancji
chemicznej na integralno$¢ i funkcjonowanie ukladéw rozrodczych doroslych samcéw i samic. Pod uwagg brane
sa w szczegdlnosci, ale nie wylgcznie, nastgpujace parametry: czynno$¢ gonad, cykl estrogenowy, dojrzewanie
plemnikéw w najadrzach, zachowanie kopulacyjne, zaplodnienie, cigza, pordd i laktacja. Ponadto informacje uzys-
kane z ocen neurotoksycznosci rozwojowej i immunotoksycznosci rozwojowej pozwolg scharakteryzowaé poten-
cjalne oddzialywanie na te uklady. Dane otrzymane z tych badan powinny umozliwia¢ okreslenie pozioméw
dawkowania, przy ktérych nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian (poziomy NOAEL), najnizszych pozioméw, przy
ktérych obserwuje si¢ szkodliwe zmiany (LOAEL), lub dawek wyznaczajacych dla réznych punktéw koncowych
lub powinny zostaé wykorzystane w celu scharakteryzowania skutkéw wykrytych w poprzednich badaniach
toksycznosci dawki powtdrzonej lub stuzy¢ jako wskazéwki dla kolejnych badan.

6.  Schemat protokotu przedstawiono na rysunku 1. Badang substancj¢ chemiczng podaje si¢ w sposob ciagly w
dawkach stopniowanych kilku grupom dojrzatych plciowo samcéw i samic. Przedmiotowe pokolenie rodzicielskie
(P) otrzymuje dawke przez ustalony okres poprzedzajacy krycie (wybrany na podstawie dostgpnych informacji dla
badanej substancji chemicznej; jednak przez co najmniej dwa tygodnie) oraz w trakcie dwutygodniowego okresu
krycia. Samcom z pokolenia P nadal podaje si¢ substancje przynajmniej do momentu odsadzenia pokolenia F,.
Nalezy im podawa¢ substancje przez co najmniej 10 tygodni. Okres ten mozna wydtuzy¢, jezeli zachodzi koniecz-
no$¢ wyja$nienia wplywu na reprodukcje. Samicom z pokolenia P podaje si¢ substancje réwniez w trakcie cigzy i
laktacji az do zakoniczenia badania po odsadzeniu miotu (tj. przez 8-10 tygodni). Potomstwo z pokolenia F, nadal
otrzymuje badang substancj¢ chemiczng od momentu odsadzenia do osiagnigcia dorostosci. Jezeli ocenie bedzie
poddane drugie pokolenie (zob. wytyczna OECD nr 117 (39)), potomstwo z pokolenia F, nadal bedzie otrzymy-
walo substancj¢ az do odsadzenia pokolenia F, lub do momentu zakonczenia badania.

7. Wszystkie zwierzeta poddaje si¢ obserwacjom klinicznym i badaniom patologicznym pod katem oznak toksycz-
nosci, ze szczegdlnym uwzglednieniem integralnosci i funkcjonowania uktadéw rozrodczych samcéw i samic oraz
zdrowia, wzrostu, rozwoju i funkcji rozrodczych potomstwa. Po odsadzeniu wybrane potomstwo przydziela si¢
do specjalnych podgrup (kohorty 1-3, zob. pkt 33 i 34 oraz rys. 1) w celu prowadzenia dalszych badafi, w tym
dotyczacych dojrzatosci plciowej, integralnosci i funkcji narzadéw rozrodczych oraz neurologicznych i behawio-
ralnych punktéw konicowych, a takze funkcji odpornosciowych.

8. Przy prowadzeniu badania nalezy przestrzega¢ zasad i ustalen okre$lonych w dokumencie zawierajacym wytyczne
OECD nr 19 »Guidance Document on the recognition, assessment, and use of clinical signs as humane endpoints
for experimental animals used in safety evaluations« (34) (Wytyczne dotyczace uznawania, oceny i wykorzysty-
wania objawéw klinicznych jako punktéw humanitarnego zakoniczenia w odniesieniu do zwierzat doswiadczal-
nych wykorzystywanych w ocenach bezpieczenstwa).
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9.  Kiedy dostepna bedzie wystarczajgca liczba badan umozliwiajaca ustalenie wplywu tego nowego projektu badania,
przedmiotowa metoda badawcza zostanie poddana przegladowi i w razie potrzeby poprawiona z uwzglednieniem
zdobytych do$wiadczen.

Rysunek 1

Schemat rozszerzonego badania toksycznosci reprodukcyjnej jednego pokolenia

Sekcja zwierzat
z pokolenia P

l

Dawkowanie
Przed kryciem Krycie Po kryciu
‘ Ps ‘ 2 tygodnie 2 tygodnie 6 tygodni
Po 2 tygodnie 2 tygodnie Cigza Laktacja
‘ Fi Rozwdj in-utero Przed odsadzeniem | Po odsadzeniu
Pokolenie . Zwierzgta/ko- | Dojrzalodé Przybh.zony W e
... | Kohorta Oznaczenie ; momencie sekcji zwlok
rodzicielskie horte plciowa .
(w tygodniach)
1A Toksyczno$¢ reprodukeyjna | 20M+20F Tak 13
1B Toksyczno$¢ reprodukeyjna | 20M+20F Tak 141ub 20-25w
przypadku wywolania
Celem jest 2A Neurotoksyczno§é 10M+10F@ Tak 11-12
20 miotéw 2B Neurotoksyczno$¢ 10M+10F@ Nie 3
na grupe 3 Immunotoksycznosé 10M+10F@ Tak 8
Zwierzeta Inne Nie 3
nieprzyd-
zielone

@ jedno zwierze na miot, w miare mozliwos$ci reprezentatywne dla wszystkich 20 miotéw

OPIS METODY/PRZYGOTOWANIA DO BADANIA

Zwierzeta
Wybér gatunkéw zwierzgt i szczepu

10. Nalezy dokladnie rozwazy¢ wybdr gatunkéw do badania toksycznosci reprodukcyjnej, uwzgledniajac wszystkie
dostepne informacje. Ze wzgledu na zakres danych kontekstowych i poréwnywalno$¢ z badaniami toksycznosci
ogdlnej gatunkiem preferowanym jest jednak zazwyczaj szczur i do tego gatunku odnoszg si¢ kryteria i zalecenia
przedstawione w przedmiotowej metodzie badawczej. W przypadku wykorzystania innego gatunku nalezy przed-
stawi¢ uzasadnienie i dokona¢ odpowiednich modyfikacji w protokole. Nie nalezy wykorzystywac szczepéw o
niskiej ptodnosci i powszechnie znanej duzej czgstosci wystgpowania samorzutnych wad rozwojowych.

Wick, masa ciata i kryteria wlgczenia do badania

11.  Nalezy wykorzystywal zdrowe zwierzeta rodzicielskie, ktérych weze$niej nie poddawano procedurom badaw-
czym. Nalezy objaé badaniem zaréwno samce, jak i samice, przy czym samice powinny by¢ nierédkami i nie
moga by¢ w ciazy. Zwierzeta z pokolenia P powinny by¢ dojrzale plciowo, o podobnej masie (w obregbie jednej
plci) w momencie rozpoczecia dawkowania, w podobnym wieku (okoto 90 dni) w momencie krycia oraz
powinny by¢ reprezentatywne dla danego gatunku i szczepu objgtego badaniem. Po dostarczeniu do laboratorium
zwierzeta nalezy poddaé aklimatyzacji przez co najmniej 5 dni. Zwierzg¢ta przydziela si¢ losowo do grupy
kontrolnej i grupy badanej w sposéb, ktéry zapewnia uzyskanie poréwnywalnych $rednich wartosci masy ciala
miedzy grupami (tj. £ 20 % Sredniej).

Warunki trzymania i zywienia

12.  Temperatura w pomieszczeniu badawczym powinna wynosi¢ 22 °C (z 3 °C). Wilgotno$¢ wzgledna powinna by¢
na poziomie 30-70 %, najlepiej w zakresie od 50 do 60 %. Cykl sztucznego os$wietlenia nalezy ustawi¢ na
12 godzin $wiatta i 12 godzin ciemno$ci. Mozna stosowaé konwencjonalne pasze laboratoryjne, zapewniajac
nieograniczony dostep do wody pitnej. Nalezy zwroci¢ szczegblng uwage na zawarto$c¢ fitoestrogenéw w paszy,
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poniewaz ich wysoki poziom w paszy moze mie¢ wplyw na niektére reprodukcyjne punkty koncowe. Zaleca si¢
standardowe pasze w otwartej formie uzytkowej, w ktérych zmniejszono zawarto$¢ substancji estrogennych (2)
(30). Na wybor paszy moze mie¢ wplyw potrzeba zapewnienia odpowiedniej domieszki badanej substancji
chemicznej w przypadku podawania jej w ramach opisywanej metody. Nalezy zweryfikowa¢ sklad, jednorodnos¢
i stabilno$¢ badanej substancji chemicznej w paszach. Pasze i wode pitng nalezy regularnie bada¢ na obecno$¢
zanieczyszczen. Probki kazdej partii paszy uzytej podczas badania nalezy przechowywaé w odpowiednich warun-
kach (np. zamrozone w temperaturze — 20 °C) do momentu sporzadzenia sprawozdania, na wypadek gdyby
wyniki wymagaly dalszej analizy skladnikéw paszy.

13.  Zwierzeta nalezy umiesci¢ w klatkach w malych grupach osobnikéw tej samej plci i nalezacych do tej samej grupy
badanej. Zwierz¢ta mozna trzymaé oddzielnie w celu uniknigcia potencjalnych obrazen (np. samce po okresie
krycia). Procedury krycia nalezy przeprowadza¢ w klatkach nadajacych si¢ do tego celu. Po stwierdzeniu, Ze nastg-
pita kopulacja, samice, ktére s3 prawdopodobnie zaplodnione, s3 umieszczane oddzielnie w klatkach porodowych
lub matczynych, w ktérych maja one dostep do wlasciwych i okreslonych materiatéw do budowy gniazda. Mioty
trzyma si¢ razem z matkami do odsadzenia. Zwierzgta z pokolenia F, nalezy trzymaé w malych grupach osob-
nikéw tej samej plci nalezacych do tej samej grupy badanej od momentu odsadzenia az do zakoniczenia badania.
Jezeli ma to uzasadnienie naukowe, zwierz¢ta moga by¢ trzymane oddzielnie. Poziom zawartosci fitoestrogenéw
w wybranym materiale $ciétkowym powinien by¢ minimalny.

Liczba i identyfikacja zwierzgt

14.  Zasadniczo kazda grupa badana i grupa kontrolna powinna skladal si¢ z wystarczajacej liczby kojarzonych par,
aby otrzymacé co najmniej 20 zaplodnionych samic w kazdej grupie dawkowania. Celem jest uzyskanie wystarcza-
jacej liczby ciaz, aby zapewni¢ znaczacg oceng potencjalnego wplywu substancji chemicznej na plodnosé, cigze i
zachowania macierzyfiskie w pokoleniu P oraz wzrost i rozwdj potomstwa z pokolenia F, od momentu poczgcia,
az do osiagnigcia dojrzalosci. Jezeli nie zostanie uzyskana pozadana liczba zaplodnionych zwierzat, nie jest to
réwnoznaczne z koniecznoscig uniewaznienia badania i nalezy dokona¢ indywidulanej oceny kazdego przypadku,
biorac pod uwage potencjalny zwiazek przyczynowy z badana substancja chemiczng.

15.  Przed rozpoczeciem dawkowania kazdemu zwierzeciu z pokolenia P przydziela si¢ niepowtarzalny numer identy-
fikacyjny. Jezeli z danych historycznych zgromadzonych przez laboratorium wynika, ze znaczna cze§¢ samic
moze nie wykazywac regularnego (4- lub 5-dniowego) cyklu estrogenowego, wowczas zaleca si¢ ocene cykli estro-
genowych przed rozpoczeciem dawkowania. Ewentualnie mozna zwigkszy¢ liczebno$¢ grupy, aby zapewni¢ obec-
no$¢ w kazdej grupie co najmniej 20 samic, ktére bedg mialy regularne (4- lub 5-dniowe) cykle estrogenowe w
momencie rozpoczecia dawkowania. Cale potomstwo z pokolenia F, identyfikuje si¢ w sposob niepowtarzalny
podczas pierwszego badania noworodkéw w dniu O lub 1 po urodzeniu. Przez caly okres trwania badania w
odniesieniu do wszystkich zwierzat z pokolenia F, oraz, w stosownych przypadkach, z pokolenia F, nalezy prowa-
dzi¢ rejestr danych wskazujacych na miot pochodzenia.

Badana substancja chemiczna
Dostgpne informacje na temat badanej substancji chemicznej

16.  Przeglad istniejacych informacji jest istotny przy podejmowaniu decyzji w sprawie drogi podawania, wyboru
no$nika, wyboru gatunku zwierzat, wyboru dawkowania i potencjalnych modyfikacji schematu dawkowania.
Dlatego tez, planujac rozszerzone badanie toksycznosci reprodukcyjnej jednego pokolenia, nalezy uwzgledni¢
wszystkie dostepne istotne informacje na temat badanej substancji chemicznej, tj. wlasciwosci fizykochemiczne,
wlasciwosci toksykokinetyczne (w tym dotyczace metabolizmu charakterystycznego dla danego gatunku), wilasci-
wosci toksykodynamiczne, zaleznosci struktura-aktywno$¢, procesy metaboliczne in vitro, wyniki poprzednich
badan toksycznosci i istotne informacje na temat analogéw strukturalnych. Wstepne informacje na temat wchla-
niania, dystrybucji, metabolizmu i wydalania (ADME) oraz bioakumulacji mozna uzyska¢ na podstawie struktury
chemicznej, danych fizykochemicznych, stopnia wiazania z bialkami osocza lub badan toksykokinetycznych, nato-
miast wyniki badan toksycznosci sg Zrédtem dodatkowych informacji, np. dotyczacych poziomu NOAEL, metabo-
lizmu lub indukcji metabolizmu.

Uwzglednienie danych toksykokinetycznych

17.  Chociaz nie jest to wymagane, dane toksykokinetyczne uzyskane z przeprowadzonych wczesniej badan stuzacych
wyznaczeniu zakresu dawki lub innych badan sa niezwykle przydatne przy planowaniu projektu badania,
wyborze dawki i interpretacji wynikow. Szczegdlnie uzyteczne sg dane, ktore: 1) weryfikujg narazenie rozwijaja-
cych si¢ ptodéw i mlodych na dzialanie badanej substancji chemicznej (lub odpowiednich metabolitéw); 2) zapew-
niajg szacunek dozymetrii wewnetrznej; oraz 3) zapewniaja oceng potencjalnego zaleznego od dawki nasycenia
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proceséw kinetycznych. Nalezy réwniez uwzgledni¢ dodatkowe dane toksykokinetyczne, jezeli sa dostepne, takie
jak profile metabolitéw, przebieg stezenia w czasie itp. Uzupelniajace dane toksykokinetyczne mozna réwniez
gromadzi¢ w trakcie gléwnego badania, pod warunkiem Ze nie koliduje to z gromadzeniem i interpretacja
punktéw koficowych badania gtéwnego.

Zgodnie z ogblng wytyczng w trakcie planowania rozszerzonego badania toksycznosci reprodukcyjnej jednego
pokolenia przydatny bylby nastepujacy zestaw danych toksykokinetycznych:

— poiny etap cigzy (np. dzien 20 cigzy) — krew matki i krew plodu,
— $rodkowy etap laktacji (dzien 10 po urodzeniu) — krew matki, krew mlodego lub mleko,
— weczesny okres po odsadzeniu (np. dzien 28 po urodzeniu) — prébki krwi mlodych po odsadzeniu.

Okreslajgc konkretne anality (np. pierwotng substancje chemiczng lub metabolity) i schemat pobierania probek,
nalezy zachowa¢ elastyczno$¢. Na przyklad liczba i czas pobierania probek w danym dniu pobierania beda uzalez-
nione od drogi narazenia i wcze$niejszej wiedzy na temat wlasciwosci toksykokinetycznych u zwierzgt niecigzar-
nych. W przypadku badan, w ktérych substancja badana podawana jest z paszg, wystarczajace jest pobieranie
probek jednokrotnie o tej samej porze kazdego dnia podawania substancji, podczas gdy dawkowanie przez sonde
moze wymagaé dodatkowych pobrafi probek w celu uzyskania lepszego szacunku zakresu wewnetrznych dawek.
Nie jest jednak konieczne uzyskanie pelnego przebiegu stgzenia w czasie w zadnym z dni pobierania. W razie
potrzeby krew mozna faczy¢ wedlug plci w ramach miotéw do celéw analiz plodéw i noworodkéw.

Droga podawania

18.  Przy wyborze drogi podania nalezy uwzgledni¢ droge lub drogi w najwigkszym stopniu powigzane z narazeniem
ludzi. Mimo ze protokdt opracowano z mysla o podawaniu badanej substancji chemicznej z paszg, mozna go
zmodyfikowaé w celu podawania substancji inna drogg (z wodg pitng, przez sondg¢, droga wziewng, droga
naskorng) w zaleznosci od cech charakterystycznych substancji i wymaganych informacji.

Wybér nosnika

19. W razie potrzeby badang substancje chemiczng rozpuszcza si¢ lub przygotowuje jako zawiesing w odpowiednim
nosniku. Zaleca si¢, aby w miar¢ mozliwosci przede wszystkim bra¢ pod uwage zastosowanie roztworu/zawiesiny
w wodzie, a dopiero w dalszej kolejnosci roztworu/zawiesiny substancji w oleju (np. oleju kukurydzianym). W
przypadku noénikéw innych niz woda wlasciwosci toksyczne tego noénika powinny by¢ znane. Nalezy unikaé
stosowania no$nikéw charakteryzujacych si¢ potencjalng swoistg toksycznoscig (np. aceton, sulfotlenek dimetylu).
Nalezy oznaczy¢ stabilno$¢ badanej substancji chemicznej w nosniku. Jezeli w celu ulatwienia dawkowania uzywa
sie no$nika lub innego dodatku, nalezy uwzgledni¢ nastepujace cechy charakterystyczne: wplyw na wchlanianie,
dystrybucje, metabolizm lub zatrzymywanie badanej substancji chemicznej; wplyw na wlasciwosci chemiczne
badanej substancji chemicznej, co moze zmieni¢ jej charakterystyke toksyczna; oraz wplyw na przyjmowanie
pokarmu lub wody lub stan odzywienia zwierzat.

Wybdr dawki

20. Zasadniczo w ramach badania nalezy poda¢ co najmniej trzy dawki i zapewni¢ réwnoczesng kontrole. Przy
wyborze odpowiednich pozioméw dawek badacz powinien uwzgledni¢ wszystkie dostgpne informacje, w tym
informacje dotyczace dawkowania z poprzednich badaf, dane toksykokinetyczne uzyskane w badaniach zwierzat
cigzarnych lub niecigzarnych, zakres przenoszenia w trakcie laktacji i szacunki dotyczace narazenia ludzi. Jezeli
dostepne sg dane toksykokinetyczne, ktore wskazujg na zalezne od dawki nasycenie proceséw toksykokinetycz-
nych, nalezy zachowa¢ ostrozno$¢ w celu uniknigcia wysokich dawek, ktére wyraznie wskazujg na nasycenie,
oczywiscie pod warunkiem Ze oczekuje si¢ narazenia ludzi na poziomie znacznie nizszym od punktu nasycenia.
W takich przypadkach najwyzsza dawka powinna odpowiadaé punktowi przegiecia lub nieco przewyzszaé ten
punkt w odniesieniu do przej$cia na nielinearne zachowanie toksykokinetyczne.

21. W przypadku braku istotnych danych toksykokinetycznych dawki nalezy ustala¢ w oparciu o efekty toksyczne,
chyba Ze sg one ograniczone fizykochemicznymi wiasciwo$ciami badanej substancji chemicznej. Jezeli dawki
okreslono na podstawie toksycznoici, nalezy wybra¢ najwyzsza dawke w celu wywolania pewnej toksycznosci
ogdlnoustrojowej, ale nie $mierci ani powaznego cierpienia zwierzat.

22, Nalezy dobra¢ malejacg sekwencje dawek w celu wykazania wszelkich zalezno$ci dawka-odpowiedz i ustalenia
pozioméw NOAEL lub dawek bliskich granicy wykrywalnosci, ktére pozwolityby okresli¢ dawke wyznaczajaca
dla najbardziej wrazliwych punktéw koficowych. Aby uniknaé duzych odstepéw w podawaniu dawek miedzy
poziomami NOAEL i LOAEL, optymalne sg czgsto podwodjne lub poczwérne odstepy. Dodanie czwartej grupy
badanej jest czesto bardziej zalecane niz stosowanie bardzo duzych odstepéw (np. wspélezynnik wigkszy od 10)
miedzy dawkami.
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23.

24,

25.

26.

27.

28.

Z wyjatkiem poddawania dzialaniu badanej substancji chemicznej zwierzeta w grupie kontrolnej traktuje sie¢ w
identyczny sposéb jak zwierzeta w grupie badanej. Grupa ta powinna stanowi¢ grupe, ktérej substancja nie jest
podawana, lub grupe kontrolng poddang terapii pozorowanej badZ grupe kontrolng no$nika, jezeli przy
podawaniu badanej substancji chemicznej stosowany jest nosnik. Jezeli w badaniu uzywa si¢ noénika, grupa
kontrolna powinna otrzymaé najwigkszg zastosowang objeto$¢ no$nika.

Badanie graniczne

Jezeli badania toksycznosci dawki powtdrzonej nie daja objawdw toksycznosci przy dawce co najmniej
1 000 mg/kg masy ciata/dobe lub jezeli nie przewiduje si¢ objawéw toksycznosci na podstawie danych dotycza-
cych substancji chemicznych powigzanych strukturalnie lub metabolicznie, wskazujacych na podobiefistwo w
wlasciwosciach metabolicznych in vivofin vitro, badanie obejmujace kilka dawek moze nie by¢ konieczne. W takich
przypadkach rozszerzone badanie toksycznosci reprodukcyjnej jednego pokolenia mozna przeprowadzi¢ z wyko-
rzystaniem grupy kontrolnej i pojedynczej dawki wynoszacej co najmniej 1 000 mg/kg masy ciata/dobe. Gdyby
jednak przy tej dawce granicznej uzyskano dowody na toksyczno$¢ rozrodcza lub rozwojows, wymagane byloby
przeprowadzenie dalszych badan przy nizszych dawkach w celu zidentyfikowania poziomu NOAEL. Czynniki
zwigzane z badaniem granicznym maja zastosowanie wylacznie wéwczas, gdy narazenie ludzi nie wskazuje na
konieczno$¢ zastosowania wyzszej dawki.

PROCEDURY

Narazenie potomstwa

Narazenie na dzialanie substancji w paszy jest preferowang metodg podawania. Jezeli prowadzi si¢ badania z
wykorzystaniem sondy, nalezy pamigtal, ze mlode zwykle bedg otrzymywaly badang substancj¢ chemiczng tylko
posrednio przez mleko do momentu, az rozpocznie si¢ dawkowanie bezposrednie po odsadzeniu. W badaniach,
w ktérych substancje podaje si¢ z pasza lub wodg pitng, mlode dodatkowo beda otrzymywaly badana substancje
chemiczng bezposrednio, gdy rozpoczng samodzielne odzywianie si¢ w ostatnim tygodniu okresu laktacji. Nalezy
rozwazy¢ zmiany w projekcie badania, jezeli wydzielanie badanej substancji chemicznej w mleku jest niewielkie
oraz w przypadku braku dowodu na ciagle narazenie potomstwa na dzialanie substancji. W takich przypadkach
nalezy rozwazy¢ bezposrednie podawanie mlodym dawki w okresie laktacji na podstawie dostepnych informacji
toksykokinetycznych, toksycznosci potomstwa lub zmian w biomarkerach (3)(4). Przed przeprowadzeniem badan
polegajacych na bezposrednim podawaniu dawek mlodym pozostajacym pod opiekg matki nalezy starannie
rozwazy¢ korzysci i wady takiego rozwigzania (5).

Schemat dawkowania i podawanie dawek

Niektore informacje na temat cyklow estrogenowych, histopatologii meskiego i zenskiego ukladu rozrodczego
oraz analizy plemnikéw w jadrach/najadrzach mozna uzyska¢ z wczesniejszych badan toksycznosci dawki powto-
rzonej trwajacych przez odpowiedni czas. Czas trwania podawania substancji w okresie poprzedzajacym krycie w
ramach rozszerzonego badania toksyczno$ci reprodukcyjnej jednego pokolenia ma zatem na celu wykrycie
wplywu na zmiany funkcjonalne, ktére moga wplywaé na zachowania kopulacyjne i zaplodnienie. Podawanie w
okresie poprzedzajacym krycie powinno by¢ na tyle dlugie, aby osiggnaé stale warunki narazenia u samcow i
samic z pokolenia P. W wigkszosci przypadkéw dwutygodniowe podawanie substancji w okresie poprzedzajacym
krycie uwaza si¢ za wystarczajace dla obu plci. W przypadku samic taki okres obejmuje 3—4 pelne cykle estroge-
nowe i powinien by¢ wystarczajacy, aby wykry¢ wszelkie niepozgdane skutki dla cykliczno$ci. W przypadku
samcow okres taki odpowiada czasowi, jaki jest wymagany do transportu dojrzewajacych plemnikéw przez
najadrza, i powinien pozwoli¢ na wykrycie oddzialywania na plemniki po opuszczeniu jader (w trakcie korico-
wych etapoéw spermiacji i dojrzewania plemnikéw w najadrzach) podczas krycia. W momencie zakoniczenia
badania, gdy planowana jest histopatologia jader i najadrzy oraz analiza parametréw plemnikéw, samce z poko-
lenia P i F, bedg poddane dzialaniu substancji przez co najmniej jeden pelny cykl spermatogeniczny ((6)(7)(8)(9) i
wytyczna OECD nr 151 (40)).

Scenarjusze narazenia na substancje w okresie poprzedzajacym krycie, dotyczace samcéw, moglyby zostaé dosto-
sowane, gdyby toksyczno$¢ w odniesieniu do jader (uposledzenie spermatogenezy) lub wplyw na integralnosé
plemnikéw i ich funkcjonowanie zostaly wyraznie zidentyfikowane w trakcie wezesniejszych badan. Podobnie w
przypadku samic znany wplyw badanej substancji chemicznej na cykl estrogenowy, a co za tym idzie na recep-
tywno$¢ seksualna, moze uzasadni¢ odmienne scenariusze narazenia na dzialanie substancji w okresie poprzedza-
jacym krycie. W szczegdlnych przypadkach dopuszczalne moze by¢ rozpoczecie podawania substancji samicom z
pokolenia P dopiero po uzyskaniu rozmazu zawierajacego plemniki (zob. wytyczna OECD nr 151 (40)).

Po ustaleniu okresu dawkowania w okresie poprzedzajacym krycie badang substancje chemiczng nalezy podawaé
zwierzetom stale przez 7 dni w tygodniu az do sekeji. Substancje nalezy podawaé wszystkim zwierzgtom przy
uzyciu tej samej metody. Dawkowanie nalezy kontynuowaé w dwutygodniowym okresie krycia oraz, w przypadku
samic z pokolenia P, przez caly okres cigzy i laktacji az do dnia zakoniczenia badania po odsadzeniu. Samcom
nalezy podawa¢ substancje w taki sam sposéb az do zakonczenia badania w momencie odsadzenia zwierzat z
pokolenia F,. W przypadku sekcji pierwszenstwo powinny mie¢ samice, ktére nalezy poddaé sekcji w tym
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samym/podobnym dniu laktacji. Sekcje samcéw mozna rozlozy¢ na wigksza liczbe dni w zalezno$ci od mozli-
wosci laboratorium. Bezposrednie podawanie dawki samcom i samicom z pokolenia F, powinno rozpoczac si¢ w
momencie odsadzenia i powinno trwa¢ az do zaplanowanej sekcji, w zaleznosci od przydzialu do danej kohorty,
chyba ze dawkowanie rozpoczeto si¢ juz w okresie laktacji.

29. W przypadku substancji chemicznych podawanych z pasza lub woda pitng nalezy dopilnowa¢, aby ilosci
podawanej badanej substancji chemicznej nie zakl6caly zwyklego odzywiania lub réwnowagi wodnej. Jezeli
badana substancja chemiczna podawana jest z pasza, mozna zastosowac stale stezenie w paszy (ppm) lub stalg
dawke w odniesieniu do masy ciala zwierzecia; nalezy okresli¢ wybrany wariant.

30. W przypadku podawania badanej substancji chemicznej przez sonde ilos¢ podawanego jednorazowo plynu nie
powinna zazwyczaj przekraczaé 1 ml/100 g masy ciala (0,4 ml/100 g masy ciala stanowi maksymalng ilo§¢ w
przypadku oleju, np. oleju kukurydzianego). Z wyjatkiem substancji chemicznych o dzialaniu draznigcym lub
zragcym, ktére zwykle nasila si¢ w wyzszych stezeniach, nalezy minimalizowal zmienno$¢ objetosci badanej
substancji dzigki korygowaniu stgzenia w celu zapewnienia stalej objetosci przy wszystkich dawkach. Substancje
nalezy podawaé o podobnej porze kazdego dnia. Dawke podawang kazdemu zwierzeciu nalezy zwykle okreslaé
na podstawie ostatniego pomiaru indywidualnej masy ciala i dostosowywaé co najmniej raz w tygodniu w przy-
padku dorostych samcéw i dorostych niecigzarnych samic oraz co dwa dni w przypadku cigzarnych samic i zwie-
rzat z pokolenia F,, jezeli dawke podaje si¢ przed odsadzeniem i przez 2 tygodnie po odsadzeniu. Jezeli dane
toksykokinetyczne wskazuja na niskie przenikanie badanej substancji chemicznej przez tozysko, dawka podawana
przez sond¢ w ostatnim tygodniu cigzy moze wymagal dostosowania w celu uniknigcia podania matce
nadmiernie toksycznej dawki. W dniu porodu samicom nie nalezy podawaé substancji przez sonde¢ ani zadng inng
droga podania wymagajaca opieki nad zwierzgciem; pominigcie podania badanej substancji chemicznej w tym
dniu jest preferowane w celu uniknigcia zakldécenia procesu porodu.

Krycie

31. Kazdg samice z pokolenia P nalezy umieéci¢ z jednym, losowo wybranym i niespokrewnionym z nig samcem z
tej samej grupy dawkowania (kojarzenie 1:1) az do momentu zaobserwowania, ze nastgpita kopulacja, lub na
okres 2 tygodni. Jezeli liczba samc6w jest niewystarczajaca, na przyklad na skutek $mierci samcéw przed kojarze-
niem, wowczas mozna kojarzy¢ samca lub samce, ktére juz pokryly jedng samice (1:1), z kolejng samicg lub
kolejnymi samicami, tak aby wszystkie samice zostaly skojarzone. Dzief 0 cigzy okresla si¢ jako dzied, w ktérym
potwierdzono wystapienie krycia (wykrycie w pochwie czopu nasienia lub plemnikéw). Po zaobserwowaniu, ze
nastapila kopulacja, zwierzgta nalezy jak najszybciej rozdzielic. Jezeli po uplywie 2 tygodni krycie nie nastapi,
zwierzeta nalezy rozdzieli¢ bez kolejnej mozliwosci krycia. W danych nalezy dokladnie zidentyfikowaé kojarzone
pary.

Liczebno$é miotu

32. W dniu 4 po urodzeniu liczebno$¢ kazdego miotu mozna dostosowal przez wyeliminowanie dodatkowych
miodych za pomoca doboru losowego, aby uzyska¢, w miare mozliwosci, liczebno$¢ jednego miotu wynoszaca
pie¢ samcow i pig¢ samic. Selektywna eliminacja mlodych, np. oparta na masie ciala, jest nieodpowiednia. Ilekro¢
liczba mlodych samcéw lub samic uniemozliwia uzyskanie pieciu osobnikéw kazdej plci na miot, dopuszczalne
jest czeSciowe dostosowanie (na przyklad sze$¢ samcow i cztery samice).

Dob6r mtodych do badan w okresie poodsadzeniowym (zob. rys. 1)

33. W momencie odsadzenia (okoto dnia 21 po urodzeniu) sposréd mlodych z wszystkich dostgpnych miotéw
wybiera si¢ do 20 zwierzat na grupe dawkowania i grupe kontrolna w celu prowadzenia dalszych badan i utrzy-
muje az do osiagnigcia dojrzalodci plciowej (chyba ze wymagane sa wczesniejsze badania). Mlode dobiera si¢
losowo, z wyjatkiem ewidentnie stabowitych osobnikéw (zwierzeta o masie ciata o ponad dwa odchylenia standar-
dowe nizszej od $redniej masy ciata mlodego w danym miocie), ktérych nie nalezy wlaczaé¢ do badania, poniewaz
jest malo prawdopodobne, Ze bedg one reprezentatywne dla grupy badane;j.

W dniu 21 po urodzeniu wybrane mlode z pokolenia F, przydziela si¢ losowo do jednej z trzech kohort zwierzat
W nastepujacy sposob:

kohorta 1 (1A i 1B) = badanie toksycznosci reprodukeyjnej/rozwojowej,
kohorta 2 (2A i 2B) = badanie neurotoksycznosci rozwojowej,

kohorta 3 = badanie immunotoksycznosci rozwojowej.
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Kohorta 1A: jeden samiec i jedna samica/miot/grupe (20/ple¢/grupe): dobér priorytetowy do celéw podstawowej
oceny wplywu na uklady rozrodcze i oceny toksycznosci ogélnej.

Kohorta 1B: jeden samiec i jedna samica/miot/grupe (20/ptec/grupe): dobdr priorytetowy do celéw oceny uzupel-
niajacej zdolnosci reprodukcyjnej u zwierzat z pokolenia F, w okresie krycia, w momencie poddawania ocenie
(zob. wytyczna OECD nr 117 (39)) oraz do celéw uzyskania dodatkowych danych histopatologicznych w przy-
padkach substancji potencjalnie zaburzajacych funkcjonowanie ukfadu rozrodczego lub hormonalnego, lub gdy
wyniki z kohorty 1A s3 niejednoznaczne.

Kohorta 2A: facznie 20 mlodych na grupe (10 samcéw i 10 samic na grupg; jeden samiec lub jedna samica na
miot) przydzielonych do badari neurobehawioralnych, a nast¢pnie poddanych ocenie neurohistopatologicznej jako
osobniki doroste.

Kohorta 2B: lacznie 20 miodych na grupe (10 samcéw i 10 samic na grupe; jeden samiec lub jedna samica na
miot) przydzielonych do oceny neurohistopatologicznej w momencie odsadzenia (dzien 21 po urodzeniu lub
dziei 22 po urodzeniu). W przypadku niewystarczajgcej liczby zwierzat preferuje si¢ przydzielenie zwierzat do
kohorty 2A.

Kohorta 3: lgcznie 20 mlodych na grupe (10 samcéw i 10 samic na grupg; jedno na miot, w miarg mozliwosci).
Wymagane moga by¢ dodatkowe miode z grupy kontrolnej jako zwierzeta kontrolne dodatnie w tescie reakcji
przeciwcial zaleznej od limfocytéw T w dniu 56 + 3 po urodzeniu.

34.  Gdyby liczba mlodych w miocie okazala si¢ niewystarczajgca, aby zapelni¢ wszystkie kohorty, pierwszefistwo
przystuguje kohorcie 1, poniewaz mozna jg rozszerzy¢ w celu utworzenia pokolenia F,. W przypadku szczegdl-
nych watpliwosci, np. jezeli podejrzewa sig, ze substancja chemiczna jest substancjg o dzialaniu neurotoksycznym,
immunotoksycznym lub zaburzajaca funkcjonowanie ukladu rozrodczego, do kazdej z kohort mozna przydzieli¢
dodatkowe mlode. Takie mlode mozna wykorzysta¢ do badan w réznych punktach czasowych lub do oceny
uzupelniajgcych punktéw konicowych. Mlode nieprzydzielone do kohort zostang poddane biochemii klinicznej
(pkt 55) i pelnemu rozpoznaniu histopatologicznemu (pkt 68).

Drugie krycie zwierzat z pokolenia P

35. W przypadku zwierzat z pokolenia P zwykle nie zaleca si¢ drugiego krycia, poniewaz odbywaloby si¢ ono
kosztem utraty waznych informacji na temat liczby obszaréw zagniezdzenia (i w zwigzku z tym danych dotyczg-
cych straty poimplementacyjnej i okotoporodowej, bedacych wskaznikami mozliwego potencjalu teratogennego)
w odniesieniu do pierwszego miotu. Z punktu widzenia konieczno$ci weryfikacji lub wyjasnienia wplywu na
samice poddane dzialaniu substancji odpowiedniejsze bytoby rozszerzenie badania w taki sposéb, aby obejmo-
walo ono krycie pokolenia F,. Drugie krycie samcéw z pokolenia P z samicami niepoddanymi dziataniu substancji
zawsze stanowi jednak rozwigzanie pozwalajace wyjasni¢ niejednoznaczne wyniki lub moze stuzy¢ do dalszej
charakterystyki wplywu na plodnos$¢ zaobserwowanego w pierwszym kryciu.

OBSERWACJE NA ZYWYCH ZWIERZETACH

Obserwagje kliniczne

36. Ogodlng obserwacje kliniczng zwierzat z pokolenia P i wybranych zwierzat z pokolenia F, przeprowadza si¢ raz
dziennie. W przypadku dawkowania przez sond¢ obserwacje kliniczne nalezy przeprowadzaé przed rozpoczeciem
i po zakoniczeniu dawkowania (w celu wykrycia mozliwych oznak toksyczno$ci zwigzanych z najwyzszym steze-
niem w osoczu). Rejestruje si¢ majace zwigzek z badaniem zmiany w zachowaniu, objawy trudnego lub dlugotr-
walego porodu oraz wszelkie oznaki toksyczno$ci. Dwa razy dziennie, a w weekend raz dziennie, obserwuje sie
wszystkie zwierzeta pod katem ostrej toksycznosci, zachorowalnosci i $miertelnosci.

37. Ponadto co tydzien przeprowadza si¢ bardziej szczegblowe badanie wszystkich zwierzat z pokolen P i F, (po
odsadzeniu) i najlepiej byloby je przeprowadzaé przy okazji wazenia zwierzecia, co zminimalizowaloby jego stres
zwigzany z tymi dzialaniami. Nalezy starannie prowadzi¢ obserwagje i rejestrowac ich wyniki za pomoca systemu
punktowego okreslonego przez dane laboratorium badawcze. Nalezy dolozy¢ starafi, aby réznice w warunkach
badania byly minimalne. Odnotowane objawy powinny obejmowal miedzy innymi zmiany w skorze, siersci,
oczach, blonach §luzowych, wystapienie wydzielin i wydalin oraz aktywnos¢ autonomicznej czesci ukladu nerwo-
wego (np. lzawienie, piloreksja, rozmiar Zrenicy, zmieniony rytm oddychania). Nalezy takze rejestrowal zmiany w
sposobie chodzenia, postawie, reakcji na kontakt, a takze obecno$¢ ruchéw klonicznych lub tonicznych, stereo-
typii (np. nadmiernego czyszczenia sig, powtarzanego krecenia si¢) lub dziwnych zachowan (np. samookaleczania,
chodzenia do tyhu).
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Masa ciala i spozycie pokarmu/wody

38.  Osobniki z pokolenia P wazy si¢ w pierwszym dniu dawkowania, a potem co najmniej raz w tygodniu. Ponadto
samice z pokolenia P wazy si¢ w okresie laktacji w tych samych dniach, w ktérych odbywa si¢ wazenie mlodych z
ich miotéw (zob. pkt 44). Wszystkie zwierz¢ta z pokolenia F, wazy si¢ osobno przy odsadzeniu (dziefi 21 po
urodzeniu), a potem co najmniej raz w tygodniu. Mas¢ ciala rejestruje si¢ takze w dniu, w ktérym zwierzgta
osiggna dojrzalo$¢ plciowa (dzien pelnego oddzielenia napletka lub otwarcia pochwy). Wszystkie zwierzeta wazy
sie przy u$mierceniu.

39. W trakcie badania spozycie pokarmu i wody (w przypadku podawania badanej substancji chemicznej w wodzie
pitnej) rejestruje si¢ co najmniej raz w tygodniu w tych samych dniach, w ktérych dokonuje si¢ pomiaru masy
ciala zwierzat (z wylaczeniem okresu wspdlnego przebywania w klatce). Spozycie pokarmu przez osobniki z
pokolenia F, z kazdej klatki rejestruje si¢ co tydzien, poczawszy od doboru zwierzat do poszczegélnych kohort.

Cykle estrogenowe

40. Wstepne informacje na temat wplywu badanej substancji chemicznej na cykl estrogenowy moga by¢ juz dostepne
z poprzednich badan toksycznos$ci dawki powtérzonej i mozna je wykorzystal przy opracowywaniu protokotu
dla badanej substancji chemicznej w odniesieniu do rozszerzonego badania toksycznosci reprodukcyjnej jednego
pokolenia. Zazwyczaj ocena cyklicznosci estrogenowej (za pomoca cytologii pochwy) rozpoczyna si¢ na poczatku
okresu podawania substancji i trwa do uzyskania potwierdzenia, ze nastapito krycie, lub do zakoriczenia dwuty-
godniowego okresu krycia. Jezeli samice zostaly zbadane pod katem zwyklych cykli estrogenowych przed
podaniem substancji, wowczas przydatne jest kontynuowanie pobierania wymazéw po rozpoczeciu badania, ale
jezeli istnieje obawa o wystgpienie niespecyficznych skutkéw na poczatku podawania substancji (takich jak
poczatkowy znaczny spadek spozycia pokarmu), wéwczas mozna daé zwierzetom czas do dwdch tygodni na
przystosowanie si¢ do podawania przed rozpoczeciem dwutygodniowego okresu pobierania wymazéw poprzed-
zajacego kojarzenie. Jezeli okres podawania substancji samicom zostal przedtuzony w ten sposéb (tj. do czteroty-
godniowego okresu podawania substancji przed okresem krycia), wowczas nalezy rozwazy¢ nabycie mlodszych
osobnikéw i wydtuzenie okresu podawania substancji samcom przed kojarzeniem. Pobierajac komérki z pochwy/
szyjki, nalezy dolozy¢ wszelkich starafi, aby uniknaé uszkodzenia blony Sluzowej i, w nastepstwie, wywolania
cigzy rzekomej (10)(11).

41. Wymazy z pochwy pochodzace od wszystkich samic z pokolenia F, w kohorcie 1A nalezy bada¢ codziennie od
momentu otwarcia pochwy az do zarejestrowania pierwszego wymazu zawierajacego komorki zrogowacialte w
celu okreslenia odstgpu czasowego migdzy tymi dwoma zdarzeniami. Nalezy réwniez monitorowac cykle estroge-
nowe u wszystkich samic z pokolenia F, w kohorcie 1A przez okres dwéch tygodni, poczawszy od okoto dnia 75
po urodzeniu. Ponadto, w przypadku koniecznosci krycia osobnikéw z pokolenia F,, cytologi¢ pochwy samic z
kohorty 1B wykonuje si¢ od momentu kojarzenia az do uzyskania potwierdzenia, Ze nastgpito krycie.

Krycie i cigza

42.  Oprécz standardowych punktéw koficowych (np. masa ciala, spozycie pokarmu, obserwacje kliniczne obejmujace
kontrole $miertelnosci/zachorowalnosci) rejestruje si¢ daty kojarzenia, date inseminacji i date porodu oraz oblicza
sie przerwe w kopulacji (od momentu kojarzenia do inseminacji) i okres cigzy (od momentu inseminacji do
porodu). W czasie przewidywanego porodu nalezy uwaznie zbada¢ samice z pokolenia P pod katem jakichkol-
wiek objawéw dystocji. Nalezy rejestrowaé wszelkie nietypowe zachowania zwigzane z budowg gniazda i opieka.

43.  Dzien, w ktérym nastepuje pordd, jest jednocze$nie dniem O laktacji dla matki i dniem O po urodzeniu dla
potomstwa. Ewentualnie podstawa wszystkich poréwnan moze byé réwniez czas po kopulacji, aby unikngé
pomylenia danych dotyczacych rozwoju pourodzeniowego, ktére sa spowodowane réznicami w czasie trwania
cigzy, nalezy jednak réwniez zarejestrowal czas zwigzany z porodem. Jest to niezwykle wazne w przypadku, gdy
badana substancja chemiczna wywiera wplyw na czas trwania cigzy.

Parametry potomstwa

44.  Kazdy miot nalezy zbada¢ po porodzie tak szybko, jak to mozliwe (w dniu O po urodzeniu lub w dniu 1), aby
ustali¢ liczbe mlodych i ich ple¢, martwe urodzenia, zywe urodzenia i obecno$¢ wyraznych anomalii (widoczne z
zewnatrz nieprawidtowosci, w tym rozszczep podniebienia, krwotok podskérny, nietypowy kolor skéry lub niety-
powa tekstura skéry, obecno$¢ pepowiny, brak mleka w zoladku, obecno$é suchych wydzielin). Ponadto pierwsze
badanie kliniczne noworodkéw powinna obejmowaé oceng jakoSciowa temperatury ciala, stanu ich aktywnosci i
reakcji na kontakt. Mlode, ktére zmarly w dniu 0 po urodzeniu lub péZniej, powinny zosta¢ zbadane pod katem
mozliwych wad i przyczyny $mierci. Zywe mtode s3 liczone i wazone oddzielnie w dniu 0 lub 1 po urodzeniu, a
nastepnie regularnie, np. co najmniej w dniach 4, 7, 14 i 21 po urodzeniu. Badania kliniczne, stosowne do wieku
zwierzat, nalezy powtarzal przy wazeniu zwierzat lub czedciej, jezeli przy urodzeniu poczyniono szczegdlne
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ustalenia dla danego przypadku. Odnotowane objawy moga miedzy innymi obejmowa¢ nieprawidtowosci zewne-
trze, zmiany w skorze, siersci, oczach, blonach §luzowych, wystapienie wydzielin i wydalin oraz aktywno$¢ auto-
nomicznej czesci ukladu nerwowego. Nalezy takze zarejestrowaé zmiany w sposobie chodzenia, postawie, reakcji
na kontakt oraz obecno$¢ ruchéw klonicznych lub tonicznych, stereotypii lub dziwnych zachowar.

45.  Pomiar odlegloci anogenitalnej u kazdego miodego nalezy przeprowadzi¢ co najmniej raz migdzy dniem 0 a
dniem 4 po urodzeniu. W dniu pomiaru odleglosci anogenitalnej nalezy dokona¢ pomiaru masy ciata mtodego, a
odleglo$¢ anogenitalng nalezy znormalizowaé w odniesieniu do pomiaru wielkosci mlodego, najlepiej jako pierw-
iastek kwadratowy z masy ciata (12). W dniu 12 lub 13 po urodzeniu nalezy skontrolowaé obecno$¢ brodawek
sutkowych/otoczek brodawek sutkowych u mlodych samcéw.

46. Wszystkie wybrane osobniki z pokolenia F, bada si¢ codziennie pod katem oddzielenia napletka u samcéw lub
otwarcia pochwy u samic, rozpoczynajac przed przewidywanym dniem wystapienia tych punktéw koncowych,
tak aby wykry¢ przypadki wezesniejszego osiagnigcia dojrzalosci piciowej. Nalezy odnotowaé wszelkie nieprawid-
fowosci narzadéw ukladu rozrodczego, takie jak trwala przegroda pochwy, spodziectwo lub zoladz rozszcze-
piona. Dojrzatos$¢ plciowa osobnikéw z pokolenia F, poréwnuje si¢ z rozwojem fizycznym, okreslajac wiek i masg
ciala w momencie oddzielenia napletka u samcéw lub otwarcia pochwy u samic (13).

Ocena potencjalnej neurotoksycznoéci rozwojowej (kohorty 2A i 2B)

47. Do oceny neurotoksycznosci nalezy wykorzysta¢ 10 samcéw i 10 samic sposréd zwierzat z kohorty 2A oraz
10 samc6w i 10 samic sposrod zwierzat z kohorty 2B z kazdej grupy badanej (w odniesieniu do kazdej kohorty:
1 samiec i 1 samica na miot; wszystkie mioty s3 reprezentowane przez co najmniej jedno mlode; dobér losowy).
Zwierzeta z kohorty 2A nalezy poddaé ocenie reakcji na nagly dzwigk, zestawowi badan funkcjonalno-obserwa-
cyjnych, ocenie aktywnosci ruchowej (zob. pkt 48-50) i ocenie neuropatologicznej (zob. pkt 74-75). Nalezy
dolozy¢ staran, aby réznice we wszystkich warunkach badania byly minimalne i niepowigzane systematycznie z
podawaniem. Do zmiennych, ktére mogg wplynaé na zachowanie, naleza: poziom dzwieku (np. przerywany
halas), temperatura, wilgotnos¢, o§wietlenie, zapachy, pora dnia i zaklécenia Srodowiskowe. Wyniki testéw neuro-
toksycznosci nalezy interpretowaé w odniesieniu do odpowiednich historycznych zakreséw referncyjnych kontroli.
Zwierzeta z kohorty 2B nalezy wykorzystal do oceny neuropatologicznej w dniu 21 lub 22 po urodzeniu (zob.
pkt 74-75).

48. W dniu 24 po urodzeniu (£ 1 dzie) nalezy przeprowadzi¢ badanie reakcji na nagly dzwigk, wykorzystujac zwie-
rzeta z kohorty 2A. Dzien badania powinien by¢ réwnomiernie podzielony miedzy grupy badane i grupy
kontrolne. Kazda sesja sklada si¢ z 50 préb. Przy przeprowadzaniu badania reakcji na nagly dzwigk nalezy ustali¢
$rednig amplitude reakeji dla kazdego bloku obejmujacego 10 préb (5 blokéw po 10 préb), przy czym warunki
badania optymalizuje si¢, aby uzyska¢ habituacje w trakcie jednej sesji. Opisywane procedury powinny by¢ spdjne
z metodg badawcza B.53 (35).

49. W odpowiednim czasie miedzy dniem 63 a 75 po urodzeniu zwierzgta z kohorty 2A poddaje si¢ zestawowi
badan funkcjonalno-obserwacyjnych i automatycznemu badaniu aktywnosci ruchowej. Procedury te powinny by¢
spojne z metodami badawczymi B.43 (33) i B.53 (35). Zestaw badari funkcjonalno-obserwacyjnych obejmuje
doglebny opis wygladu zewnetrznego podmiotu, jego zachowan i integralnosci funkcjonalnej. Oceng taka uzys-
kuje sie przez obserwacje zwierzat w klatkach macierzystych, obserwacje zwierzat po przeniesieniu na znormali-
zowang powierzchni¢ do obserwagji (otwartg przestrzef), gdzie zwierzeta mogg sie swobodnie poruszad, i przez
badania manipulacyjne. Badania powinno si¢ przeprowadzaé w kolejnosci od najmniej do najbardziej interaktyw-
nych. Wykaz pomiaréw przedstawiono w dodatku 1. Obserwacje wszystkich zwierzat powinni prowadzié
wyszkoleni obserwatorzy, ktorzy nie maja wiedzy na temat tego, czy zwierzgtom podawana jest substancja, i
ktérzy stosujg standardowe procedury w celu ograniczenia do minimum zmiennosci miedzy obserwatorami.
Zaleca sig, aby w miare mozliwosci ten sam obserwator przeprowadzal oceny zwierzat w ramach danego badania.
Jezeli nie jest to mozliwe, wymagane jest udowodnienie wiarygodnos$ci ocen miedzy obserwatorami. W odnie-
sieniu do kazdego parametru z zestawu badan behawioralnych nalezy stosowal wyraznie okreSlone zakresy
operacyjne i kryteria przyznawania punktéw. W miare mozliwoéci nalezy opracowaé obiektywne pomiary ilos-
ciowe w odniesieniu do obserwowanych punktéw koficowych, ktére obejmuja klasyfikacje subiektywna. Kazde
zwierze jest badane oddzielnie pod katem aktywnosci ruchowej. Sesja badawcza powinna by¢ na tyle dtuga, aby
wykazal w jej trakcie habituacje grup kontrolnych. Nalezy monitorowa¢ aktywno$¢ ruchows za pomocg automa-
tycznego sprzetu do rejestrowania aktywnosci, ktéry powinien by¢ w stanie wykry¢ zaréwno wzrost, jak i obni-
zenie aktywnosci (tj. podstawowy poziom aktywnoSci mierzony przez urzadzenie nie powinien by¢ tak niski, aby
uniemozliwi¢ wykrycie obnizenia aktywnosci, ani tak wysoki, aby uniemozliwi¢ wykrycie jej wzrostu). Kazde
urzadzenie powinno zostal przetestowane w ramach standardowych procedur, aby zapewni¢ na ile to tylko
mozliwe niezawodno$¢ dziatania poszczegdlnych urzadzen w poszczegdlnych dniach. Na ile to mozliwe grupy
badane powinny zosta¢ przydzielone réwnomiernie do poszczegdlnych urzadzen. Nalezy réwnomiernie dosto-
sowa grupy badane do pér badania, aby unikngé zaklécenia wywolanego okotodobowym rytmem aktywnosci
biologicznej.

50. Jezeli istniejace informacje wskazujg na potrzebe przeprowadzenia innych badan funkcjonalnych (np. sensorycz-
nych, spolecznych, poznawczych), nalezy je wlaczy¢ do badan, nie naruszajagc integralnosci pozostatych ocen
przeprowadzanych w ramach badania. Jezeli badania te przeprowadza si¢ na tych samych zwierzetach, ktére
wykorzystano do badania reakcji na nagly dzwigk, zestawu badan funkcjonalno-obserwacyjnych i badan aktyw-
nosci ruchowej, wowczas nalezy zaplanowa¢ rézne badania, aby zminimalizowa¢ ryzyko naruszenia integralnosci
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tych badan. Procedury uzupelniajgce moga by¢ szczegélnie uzyteczne w przypadkach, gdy obserwacje empi-
ryczne, przewidywane skutki lub mechanizm/sposéb dzialania wskazujg na jaki§ szczeg6lny rodzaj neurotoksycz-
nosci.

Ocena potencjalnej immunotoksyczno$ci rozwojowej (kohorta 3)

51. W dniu 56 po urodzeniu (* 3 dni) 10 samcéw i 10 samic sposréd zwierzat z kohorty 3 z kazdej grupy badanej
(1 samiec lub 1 samica na miot; wszystkie mioty reprezentuje co najmniej jedno mlode; dobér losowy) nalezy
podda¢ testowi reakcji przeciwcial zaleznej od limfocytéw T, tj. reakeji pierwszorzedowych przeciwcial IgM na
antygen zalezny od limfocytéw T, np. erytrocyty owcy (SRBC) lub hemocyjanina §limaka morskiego (KLH),
zgodnie z aktualnymi procedurami badawczymi dotyczacymi immunotoksycznosci (14)(15). Reakcje mozna
ocenié, liczac swoiste komérki tworzgce lysinki w $ledzionie lub ustalajgc miano przeciwcial IgM swoistych dla
SRBC lub KLH w surowicy za pomocg testu ELISA w szczytowym momencie reakcji. Reakcje zwykle osiagaja
moment szczytowy w czwartym (w przypadku reakcji komoérek tworzacych lysinki) lub pigtym (w przypadku
testu ELISA) dniu po immunizacji droga dozylna. Jezeli reakcje przeciwciala pierwszorzedowego bada sig, liczac
komoérki tworzace lysinki, dopuszcza si¢ oceng podgrup zwierzat w odrgbne dni, pod warunkiem ze: immuni-
zacja i uSmiercanie podgrupy przebiegajg w wyznaczonym czasie, dzigki czemu komorki tworzace lysinki sa
liczone w szczytowym momencie reakji; ze podgrupy skladajg si¢ z réwnej liczby samcéw i samic z potomstwa
ze wszystkich grup dawkowania, w tym grup kontrolnych; oraz ze podgrupy ocenia si¢ w mniej wigcej tym
samym wieku pourodzeniowym.Poddawanie dzialaniu badanej substancji chemicznej bedzie kontynuowane az do
dnia poprzedzajacego pobranie $ledzion na potrzeby badania reakcji komérek tworzacych tysinki lub surowicy do
testu ELISA.

Ocena uzupelniajaca potencjalnej toksycznosci reprodukcyjnej (kohorta 1B)

52.  Zwierzeta z kohorty 1B moga by¢ dalej objete podawaniem po dniu 90 po urodzeniu i hodowane w celu uzys-
kania pokolenia F,, jezeli jest to konieczne. Samce i samice z tej samej grupy dawkowania powinny by¢ trzymane
razem (ale nalezy unika¢ kojarzenia rodzenstwa) przez okres do dwéch tygodni, ktéry nalezy rozpoczaé najwczes-
niej w dniu 90 po urodzeniu, ale nie pézniej niz w dniu 120 po urodzeniu. Procedury powinny by¢ podobne do
tych dotyczacych zwierzat z pokolenia P. Na podstawie wagi dowodéw wystarczajace moze by¢ jednak u$mier-
cenie miotéw w dniu 4 po urodzeniu, zamiast ich hodowania do odsadzenia lub dluzej.

OBSERWACJE NA KONIEC BADANIA

Biochemia kliniczna/hematologia

53.  Nalezy monitorowaé skutki ogdlnoustrojowe u zwierzat z pokolenia P. Probki krwi pobiera si¢ na czczo z okres-
lonego miejsca od dziesigciu losowo dobranych samcéw i samic z pokolenia P na grupe dawkowania na koniec
badania, przechowuje si¢ w odpowiednich warunkach i poddaje czesciowej lub catkowitej hematologii, biochemii
klinicznej, testowi na T4 i TSH lub innym badaniom sugerowanym przez znany profil skutkéw badanej substancji
chemicznej (zob. dokument zawierajagcy wytyczne OECD nr 151 (40)). Nalezy zbadaé nastepujace parametry
hematologiczne: hematokryt, stezenie hemoglobiny, liczbe erytrocytéw, liczbe leukocytéw i réznicowanie leuko-
cytéw, liczbe plytek krwi i czas krzepnigcia krwifpotencjal krzepliwosci. Badania osocza lub surowicy powinny
obejmowaé: cukier, cholesterol catkowity, mocznik, kreatyning, biatko catkowite, albuming i co najmniej dwa
enzymy wskazujace na stan komoérek watroby (takie jak aminotransferaza alaninowa, aminotransferaza asparagi-
nianowa, fosfataza alkaliczna, gamma-glutamylotranspeptydaza i dehydrogenaza sorbitolu). Pomiary dodatkowych
enzyméw i kwaséw zélciowych moga w pewnych okoliczno$ciach dostarczy¢ przydatnych informacji. Ponadto
mozna pobraé krew od wszystkich zwierzat i przechowywac ja do mozliwej analizy w pdZniejszym terminie, aby
pomée rozwiaé watpliwosci w przypadku uzyskania niejednoznacznych wynikéw lub wygenerowaé dane doty-
czace narazenia wewnetrznego. Jezeli nie planuje si¢ drugiego krycia zwierzat z pokolenia P, pobiera si¢ probki
krwi tuz przed procedurg lub w ramach zaplanowanego u$miercenia. W przypadku zachowania zwierzat probki
krwi nalezy pobra¢ kilka dni przed drugim kryciem zwierzat. O ile istniejace dane pochodzace z badan toksykolo-
gicznych dawki powtérzonej nie wskazujg, ze badana substancja chemiczna nie ma wplywu na parametr, przed
u$mierceniem nalezy przeprowadzi¢ badanie moczu oraz oceni¢ nastepujace parametry: wyglad zewnetrzny, obje-
to$¢, osmolalno$¢ lub mase wlasciwg, pH, biatko, cukier, krew i krwinki, szczatki komérek. Mocz mozna takze
pobiera¢ w celu monitorowania wydalania badanej substancji chemicznej lub jej metabolitéw.

54.  Skutki ogélnoustrojowe nalezy rowniez monitorowaé u zwierzat z pokolenia F, Probki krwi pobiera si¢ na czczo
z okre$lonego miejsca od dziesieciu losowo dobranych samcéw i samic z kohorty 1A na grupe dawkowania na
koniec badan, przechowuje si¢ w odpowiednich warunkach i poddaje standardowej biochemii klinicznej, w tym
ocenie pozioméw surowicy w odniesieniu do hormonéw tarczycy (T4 i TSH), hematologii (liczba leukocytow i
réznicowanie leukocytéw oraz liczba erytrocytéw) oraz badaniu moczu.
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55. W dniu 4 po urodzeniu miode nieprzydzielone do zadnej kohorty obejmuje si¢ pelnym rozpoznaniem histopato-
logicznym oraz rozwaza si¢ pomiar stezen hormonu tarczycy (T4) w surowicy. W razie potrzeby krew nowo-
rodkéw (w dniu 4 po urodzeniu) mozna laczy¢é wedlug miotéw na potrzeby analizy biochemicznej/hormonu
tarczycy. Krew pobiera si¢ takze do celéw analizy T4 i TSH od osobnikéw odsadzanych objetych pelnym rozpo-
znaniem histopatologicznym w dniu 22 po urodzeniu (mlode z pokolenia F,, kt6rych nie dobrano do kohort).

Parametry plemnikow

56. Parametry plemnikéw nalezy mierzy¢ u wszystkich samcéw z pokolenia P, chyba ze istnieja dane wykazujace, ze
parametry plemnikéw nie ulegly zmianom w trakcie 90-dniowego badania. Badanie parametréw plemnikéw
nalezy przeprowadzi¢ u wszystkich samcéw z kohorty 1A.

57.  Na koniec badania rejestruje si¢ masy jader i najadrzy wszystkich samcéw z pokolen P i F, (z kohorty 1A). Zacho-
wuje si¢ przynajmniej jedno jadro i jedno najadrze do badania histopatologicznego. Pozostate najadrza wykorzys-
tuje si¢ do oznaczenia liczby zapaséw plemnikéw w ogonie najadrzy (16)(17). Ponadto pobiera si¢ plemniki z
ogona najadrzy (lub nasieniowodu) za pomoca metod, ktére minimalizujg szkody w odniesieniu do oceny ruchli-
wosci plemnikéw i ich morfologii (18).

58.  Ruchliwo$¢ plemnikéw mozna ocenia¢ natychmiast po u$mierceniu albo mozna ja zarejestrowaé do dalszej
analizy. Udzial procentowy poruszajacych sie postepowo plemnikéw powinien zostaé oceniony subiektywnie albo
obiektywnie za pomocg wspomaganej komputerowo analizy ruchu (19)(20)(21)(22)(23)(24). Do celéw oceny
morfologii plemnikéw nalezy zbadaé prébke plemnikéw pochodzacych z najgdrza (lub nasieniowodu) w formie
utrwalonych lub mokrych preparatéw (25) i co najmniej 200 plemnikéw na probke nalezy sklasyfikowad jako
prawidlowe (zaréwno gléwka, jak i wstawka/czes¢ gtéwna wici wydaja si¢ prawidlowe) lub nieprawidlowe. Przy-
klady nieprawidtowos$ci morfologicznych plemnikéw obejmuja zro$nigcie, oddzielone gloéwki i znieksztalcone
glowki lub wici (26). Znieksztatcone lub duze gléwki plemnikéw moga wskazywaé na nieprawidtowosci w sper-
miagji.

59.  Jezeli probki plemnikéw zostaly zamrozone, wymazy utrwalone, a obrazy na potrzeby analizy ruchliwosci plem-
nikéw zarejestrowane w trakcie sekcji (27), pdzniejsze analizy mozna ograniczy¢ do grupy kontrolnej i samcéw
otrzymujgcych wysoka dawke. Jezeli jednak odnotowuje si¢ skutki zwigzane z podawaniem, nalezy ocenié
réwniez grupy otrzymujace nizsze dawki.

Pelne rozpoznanie histopatologiczne

60. W momencie u$miercenia lub przedwczesnej $mierci wszystkie zwierzeta z pokoleni P i F, poddaje si¢ sekgji i
badaniu makroskopowemu pod katem jakichkolwiek nieprawidtowosci strukturalnych lub zmian patologicznych.
Szczegblng uwage nalezy zwrdci¢ na organy ukladu rozrodczego. Mlode, ktére usmiercono w sposéb humani-
tarny, gdy byly w stanie agonalnym, i martwe mlode nalezy zarejestrowal oraz, jezeli nie zostaly zmacerowane,
zbadad je pod katem mozliwych wad lub przyczyny $mierci, a nastgpnie zachowac.

61. W dniu przeprowadzania sekcji bada si¢ wymazy z pochwy pochodzace od dorostych samic z pokolen P i F, w
celu okrelenia stadium cyklu estrogenowego i umozliwienia korelacji z histopatologia narzadéw rozrodczych.
Macice wszystkich samic z pokolenia P (i samic z pokolenia F, w stosownych przypadkach) bada si¢ na obecno$¢
i liczbg zagniezdzonych plodéw w sposéb, ktéry nie zaburza oceny histopatologiczne;.

Masa narzadéw i konserwacja tkanek — dorosle zwierzeta z pokolenia P i F,

62. W momencie u$miercenia okresla si¢ masy ciala i mokre masy narzadéw wymienionych ponizej pochodzgce od
wszystkich zwierzat z pokolenia P i od wszystkich doroslych z pokolenia F, z odpowiednich kohort (jak okres-
lono ponizej) mozliwie najszybciej po sekcji, aby uniknaé wysuszenia. Nastgpnie nalezy zakonserwowaé te
narzady w odpowiednich warunkach. O ile nie okre$lono inaczej, narzady parzyste nalezy wazy¢ oddzielnie lub
razem zgodnie z typowg praktyka stosowang przez dane laboratorium:

— macica (razem z jajowodami i szyjka macicy), jajniki,
— jadra, najgdrza (cale i ogon najadrzy w przypadku prébek stosowanych do liczenia plemnikéw),

— gruczot krokowy (polaczone czgsci grzbietowo-boczne i brzuszne). Odcinajac gruczol krokowy, nalezy
zachowal ostrozno$¢, aby unikna¢ przebicia pecherzykéw nasiennych wypelnionych plynem. W przypadku
wplywu podawania substancji na catkowita mase gruczotu krokowego nalezy ostroznie przeprowadzi¢ sekcje
segmentow grzbietowo-bocznych i brzusznych po utrwaleniu i zwazy¢ je oddzielnie,
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— pecherzyki nasienne z gruczotami koagulujgcymi i ich ptynami (jako calosd),

— mdzg, watroba, nerki, serce, $ledziona, grasica, przysadka, tarczyca (po utrwaleniu), nadnercze i znane narzady
docelowe lub tkanki.

63. Oprécz wymienionych powyzej narzadéw nalezy zakonserwowaé w odpowiednich warunkach prébki nerwéw
obwodowych, mie$ni, rdzenia kregowego, oka i nerwu wzrokowego, przewodu pokarmowego, pecherza moczo-
wego, pluca, tchawicy (wraz z dolgczonymi tarczycy i przytarczycami), szpiku kostnego, nasieniowodu (samce),
gruczotu mlekowego (samce i samice) i pochwy.

64.  Wszystkie narzady zwierzat z kohorty 1A sa wazone i konserwowane na potrzeby histopatologii.

65. W celu zbadania powstalych przedurodzeniowych i pourodzeniowych skutkéw immunotoksycznych 10 samcéw i
10 samic spoérdd zwierzat z kohorty 1A z kazdej grupy badanej (1 samiec lub 1 samica na miot; wszystkie mioty
s3 reprezentowane przez co najmniej 1 mlode; dobdr losowy) beda objete nastepujacymi procedurami na koniec
badania:

— wazenie weztéw chlonnych zwigzanych i niezwigzanych z drogg narazenia (oprécz wazenia nadnerczy, grasicy
i §ledziony juz przeprowadzonego u wszystkich zwierzat z kohorty 14),

— analiza subpopulacji limfocytow §ledziony (CD4+ oraz CD8+ limfocytéw T, limfocytéw B oraz i komoérek NK)
przy wykorzystaniu potowy $ledziony, a druga polowa jest konserwowana w celu oceny histopatologiczne;.

Analiza subpopulacji limfocytéw $ledziony u zwierzat nieuodpornionych (z kohorty 1A) pozwoli ustalié, czy
narazenie jest zwigzane z przesunigciem w immunologicznej dystrybucji w stanie rownowagi grasicozaleznych
limfocytéw pomocniczych (CD4+) lub cytotoksycznych (CD8+) lub komérek NK (szybka reakcja na komorki
nowotworowe i patogeny).

66. U zwierzat z kohorty 1B nalezy zwazy¢ nastepujace narzady, a odpowiadajace im tkanki przetworzy¢ na bloczek:

— pochwe (niezwazona),

— macice z szyjka,

— jajniki,

— jadra (co najmniej jedno),

— najadrza,

— pecherzyki nasienne z gruczotami koagulujgcymi,
— gruczot krokowy,

— przysadke,

— zidentyfikowane narzady docelowe.

Histopatologii kohorty 1B dokonuje sie, jezeli wyniki badan przeprowadzonych na osobnikach z kohorty 1A sa
niejednoznaczne lub w przypadkach, gdy podejrzewa si¢ wystgpowanie substancji zaburzajacych funkcjonowanie
ukladu rozrodczego lub hormonalnego.

67. Kohorty 2A i 2B: badanie neurotoksycznosci rozwojowej (dzien 21 lub 22 po urodzeniu i doroste potomstwo).
Zwierzeta z kohorty 2A sa uSmiercane po przeprowadzeniu badan behawioralnych, przy czym rejestruje si¢ masg
moézgu i przeprowadza pelng neurohistopatologie do celéw oceny neurotoksycznosci. Zwierzeta z kohorty 2B sa
u$miercane w dniu 21 lub 22 po urodzeniu, przy czym rejestruje si¢ mase ich mézgu i przeprowadza badanie
mikroskopowe moézgu do celéw oceny neurotoksycznosci. Utrwalenie perfuzyjne jest wymagane w odniesieniu
do zwierzat z kohorty 2A i opcjonalne w odniesieniu do zwierzat z kohorty 2B, jak okreslono w metodzie
badawczej B.53 (35).

Masa narzadéw i konserwacja tkanek — odsadzone zwierzeta z pokolenia F,

68. Mlode niedobrane do kohort, w tym stabowite mlode, sa uSmiercane po odsadzeniu w dniu 22 po urodzeniu,
chyba ze wyniki wskazujg na potrzebe prowadzenia dalszych badan na zZywych zwierzetach. Usmiercone mlode
podlegaja pelnemu rozpoznaniu histopatologicznemu, w tym ocenie narzagdéw rozrodczych, jak opisano w pkt
62 i 63. Nalezy zwazy¢ mdzg, Sledziong i grasice maksymalnie 10 mtodych kazdej plci z kazdej grupy z mozliwie
najwigkszej liczby miotéw oraz zachowal je w odpowiednich warunkach. Ponadto mozna zakonserwowaé tkanki
gruczotu mlekowego tych mlodych samcow i samic do celéw dalszej analizy mikroskopowej () (zob. dokument
zawierajacy wytyczne OECD nr 151 (40)). Nalezy zachowal czesci wykazujace powazne nieprawidlowosci oraz
tkanki docelowe do mozliwego badania histologicznego.

(") Badania wykazaly, ze gruczol mlekowy, zwlaszcza na wezesnym stadium rozwoju, stanowi wrazliwy punkt koficowy dziatania estro-
gendéw. Zaleca si¢, aby w opisywanej metodzie uwzgledni¢ punkty koricowe obejmujgce gruczoty mlekowe mtodych obu pici przy wali-
dagji.
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Histopatologia — zwierzeta z pokolenia P

69. Pelng histopatologie narzadéw wymienionych w pkt 62 i 63 przeprowadza si¢ w odniesieniu do wszystkich zwie-
rzat z pokolenia P otrzymujacych wysoka dawke i tworzacych grupe kontrolng. Nalezy réwniez zbadaé narzady
wykazujace zmiany zwigzane z podawaniem substancji u wszystkich zwierzat z grup przyjmujacych nizsza
dawke, aby poméc w wyznaczeniu poziomu NOAEL. Ponadto nalezy objaé oceng histopatologiczng narzady
rozrodcze wszystkich zwierzat, u ktérych podejrzewa si¢ obnizong plodnosé, np. tych, u ktérych nie doszlo do
krycia, nie zostaly zaplodnione, nie splodzily albo nie urodzily zdrowego potomstwa lub w przypadku ktérych
cyklicznos¢ estrogenowa lub liczba, ruchliwos¢ lub morfologia plemnikéw ulegly zmianom, jak réwniez wszystkie
powazne zmiany patologiczne.

Histopatologia — zwierzeta z pokolenia F,
Zwierzgta z kohorty 1

70.  Pelna histopatologie narzadéw wymienionych w pkt 62 i 63 przeprowadza si¢ w odniesieniu do wszystkich doro-
stych osobnikéw z kohorty 1A otrzymujacych wysoka dawke i tych tworzacych grupe kontrolng. Wszystkie mioty
powinny by¢ reprezentowane przez co najmniej jedno mlode na ple¢. Nalezy réwniez zbadaé narzady i tkanki
wykazujgce zmiany zwigzane z podawaniem oraz wszystkie powazne zmiany patologiczne u wszystkich zwierzat
z grup otrzymujacych nizsze dawki, aby poméc w wyznaczeniu poziomu NOAEL. Do celéw oceny powstatych
przedurodzeniowych i pourodzeniowych skutkéw dla narzadéw limfoidalnych oprécz oceny histopatologicznej
grasicy, $ledziony i nadnerczy, ktéra zostala juz przeprowadzona u wszystkich zwierzat z kohorty 1A, nalezy
takze przeprowadzi¢ oceng histopatologiczng pobranych weztéw chlonnych i szpiku kostnego od 10 samcéw i
10 samic z kohorty 1A.

71.  Tkanki ukladu rozrodczego i hormonalnego od wszystkich zwierzat z kohorty 1B przetworzone na bloczek, jak
opisano w pkt 66, nalezy zbada¢ do celéw histopatologii w przypadku, gdy podejrzewa si¢ wystepowanie
substancji zaburzajacych funkcjonowanie ukladu rozrodczego lub hormonalnego. Zwierz¢ta z kohorty 1B takze
powinny zosta¢ poddane badaniu histologicznemu, jezeli wyniki tego badania przeprowadzonego na zwierzgtach
z kohorty 1A sa niejednoznaczne.

72.  Jajniki dorostych samic powinny zawieral pecherzyki jajnikowe pierwotne i wzrastajace oraz ciatka zolte; w
zwigzku z tym badanie histopatologiczne powinno mie¢ na celu sporzadzenie oceny ilosciowej pecherzykéw jajni-
kowych pierwotnych i malych pecherzykéw jajnikowych wzrastajacych oraz cialek zottych u samic z pokolenia
F;; liczba zwierzat, wybor wycinka jajnika oraz wielko$¢ prébki wycinka powinny by¢ statystycznie odpowiednie
do zastosowanej procedury oceny. Oznaczenie liczby pecherzykéw mozna najpierw przeprowadzi¢ na zwierze-
tach z grupy kontrolnej i grupy otrzymujacej wysoka dawke, a w przypadku wykrycia niepozadanych skutkow w
tej drugiej grupie nalezy zbadal zwierzeta z grupy otrzymujacej nizsze dawki. Badanie powinno obejmowaé ozna-
czenie liczby pecherzykéw jajnikowych pierwotnych, ktére mozna faczyé z malymi pecherzykami wzrastajagcymi,
w celu poréwnania jajnikéw zwierzat z grupy badanej i zwierzat z grupy kontrolnej (zob. dokument zawierajacy
wytyczne OECD nr 151 (40)). Ocene cialek zoltych nalezy przeprowadzaé réwnolegle z badaniem cyklicznosci
estrogenowej, tak aby w ocenie mozna byto uwzgledni¢ faze cyklu. Jajowdd, macice 1 pochwe bada si¢ pod katem
odpowiedniego rozwoju dla danego narzadu.

73.  Na samcach z pokolenia F, przeprowadza si¢ szczegélowe badania histopatologiczne jader w celu zidentyfiko-
wania wplywu podawania substancji na réznicowanie si¢ i rozwéj jader oraz na spermatogeneze (38). W miarg
mozliwosci nalezy zbadaé wycinki sieci jadra. Glowe, trzon i ogon najadrzy oraz nasieniowody bada si¢ pod
katem odpowiedniego rozwoju dla danego narzadu oraz pod katem parametréw wymaganych w odniesieniu do
samcow z pokolenia P.

Zwierzgta z kohorty 2

74.  Neurohistopatologi¢ przeprowadza si¢ wedlug plci u wszystkich zwierzat z kohorty 2A nalezacych do grupy
otrzymujacej wysoka dawke oraz do grupy kontrolnej po zakonczeniu badania neurobehawioralnego (po dniu 75
po urodzeniu, ale nie pdzniej niz w dniu 90 po urodzeniu). Histopatologie mézgu wykonuje si¢ wedlug plci u
wszystkich zwierzat z kohorty 2B nalezacych do grupy otrzymujacej wysoka dawke oraz do grupy kontrolnej w
dniu 21 lub 22 po urodzeniu. Nalezy réwniez zbada¢ narzady lub tkanki, ktére wykazujg zmiany zwigzane z
podawaniem, u zwierzat z grup przyjmujacych nizszg dawke, aby pomdc w wyznaczeniu poziomu NOAEL. W
przypadku zwierzgt z kohorty 2A i 2B przeprowadza si¢ badanie licznych wycinkéw z moézgu, aby umozliwié
zbadanie opuszkéw wechowych, kory mézgu, hipokampu, jadra podstawnego, wzgdrza, podwzgérza, srédmdz-
gowia (pokrywy Srédmoézgowia, nakrywki $rédmézgowia i konaréw moézgu), pnia mézgu i moézdzka. Tylko u
zwierzat z kohorty 2A bada si¢ oczy (siatkéwke i nerw wzrokowy) oraz probki nerwu obwodowego, migsni i
rdzenia kregowego. Wszystkie procedury neurohistologiczne powinny by¢ spdjne z metodg badawczg B.53 (35).

75.  Oceny morfometryczne (ilosciowe) nalezy przeprowadzaé na reprezentatywnych obszarach moézgu (wycinki
homologiczne starannie dobrane na podstawie wiarygodnych mikroskopowych punktéw orientacyjnych) i moga
one obejmowaé pomiary liniowe lub powierzchniowe okreslonych obszaréw mézgu. Nalezy pobraé co najmniej
trzy kolejne wycinki z kazdego punktu orientacyjnego (poziomu) w celu dobrania najbardziej homologicznego i
reprezentatywnego dla okre$lonego obszaru mézgu wycinka na potrzeby oceny. Neuropatolog powinien stwier-
dzi¢, czy wycinki przygotowane do pomiaru sa homologiczne z innymi w zbiorze stanowigcym probke i w
zwigzku z tym odpowiednie do wlaczenia, poniewaz w szczeg6lnoSci pomiary liniowe moga si¢ zmienial na
stosunkowo niewielkim dystansie (28). Nie nalezy uzywa¢ wycinkéw niehomologicznych. Chociaz celem jest
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pobranie prébki od wszystkich zwierzat zarezerwowanych do tego celu (10/ple¢/dawke), mniejsza liczebnosé
réwniez moze by¢ odpowiednia. Probki pobrane od mniej niz 6 zwierzat/ple¢/dawke z reguly nie beda jednak
uznawane za wystarczajace do celéw opisywanej metody badawczej. Mozna zastosowac stereologie w celu ziden-
tyfikowania wplywu podawanej substancji na takie parametry jak objeto$¢ lub liczba komoérek w odniesieniu do
okreslonych obszaréw neuroanatomicznych. Na wszystkich etapach preparowania probek tkanek, poczawszy od
utrwalania tkanek przez sekcje probek tkanek, przetwarzanie tkanki i barwienie preparatéw, nalezy stosowaé
zréwnowazony schemat, tak aby kazda seria zwierala reprezentatywne probki z kazdej grupy dawkowania. Jezeli
ma zosta¢ przeprowadzona analiza morfometryczna lub stereologiczna, tkanke mézgowa nalezy zanurzyé w
odpowiednim roztworze w odniesieniu do wszystkich pozioméw dawkowania w tym samym czasie w celu unik-
nigcia zmniejszania si¢ artefaktéw, co moze by¢ zwigzane z przedtuzonym przetrzymywaniem w utrwalaczu.

SPRAWOZDAWCZOSC

Dane

76. Dane dostarcza si¢ oddzielnie i w podstaci podsumowania w formie zestawieri tabelarycznych. W stosownych
przypadkach w odniesieniu do kazdej grupy badanej i kazdego pokolenia nalezy przedstawié nastepujace dane:
liczbe zwierzat na poczatku badania, liczbe zwierzat, ktére padly podczas badania lub ktére uSmiercono z przy-
czyn humanitarnych, czas $mierci lub u$miercenia z przyczyn humanitarnych, liczbe plodnych zwierzat, liczbe
cigzarnych samic, liczbe samic, ktére urodzily miot, oraz liczbe zwierzat, ktére wykazuja oznaki toksycznosci.
Nalezy réwniez dostarczy¢ opis toksycznosci, w tym dzien wystapienia, okres trwania i dotkliwos¢.

77.  Wyniki numeryczne powinny zostaé oszacowane z zastosowaniem wiasciwej i zatwierdzonej metody statys-
tycznej. Metody statystyczne powinny zostaé wybrane jako cze$¢ projektu badania i powinny odpowiednio
uwzglednia¢ dane nienormalne (np. dane o liczbie), dane cenzurowane (np. ograniczony czas obserwacji), zalez-
no$¢ (np. wplyw na miot i powtarzane pomiary) oraz nieréwne wariancje. Uogdlnione mieszane modele liniowe i
modele oparte na zaleznosci dawka-odpowiedZ obejmuja szeroki wybdr narzedzi analitycznych, ktére moga by¢
odpowiednie dla danych uzyskanych w ramach omawianej metody badawczej. Sprawozdanie powinno zawiera¢
wystarczajace informacje na temat metody analizy i zastosowanego programu komputerowego, tak aby niezalezny
recenzent/statystyk mogt dokonaé oceny/powtérnej oceny analizy.

Ocena wynikéw

78.  Wyniki nalezy oceni¢ w odniesieniu do obserwowanych skutkéw, w tym wynikéw sekcji i badan mikroskopo-
wych. Ocena obejmuje zalezno$¢ lub brak zalezno$ci miedzy dawka a obecnoscia, czestoScig wystgpowania i
dotkliwos$cig nieprawidtowosci, w tym powaznych zmian patologicznych. Nalezy réwniez oceni¢ narzady doce-
lowe, ptodnos¢, nieprawidtowosci kliniczne, zmienione funkcje rozrodcze i wyniki w odniesieniu do miotdw,
zmiany masy ciala, $miertelno$¢ i wszelkie inne skutki toksyczne i rozwojowe. Szczegdlna uwage nalezy zwrdcié
na zmiany zalezne od plci. Przy ocenie wynikéw badan nalezy uwzgledni¢ wlasciwosci fizykochemiczne badanej
substancji chemicznej oraz, jezeli sa dostgpne, dane toksykokinetyczne, w tym przenikanie przez lozysko i
wydzielanie do mleka.

Sprawozdanie z badania

79.  Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastepujace informacje uzyskane w ramach niniejszego badania
prowadzonego na zwierzetach z pokolen P, F, oraz F, (w stosownych przypadkach):
Badana substancja chemiczna:

— wszystkie dostgpne istotne informacje na temat substancji chemicznej, whasciwosci toksykokinetycznych i
toksykodynamicznych badanej substancji chemicznej,

— dane identyfikacyjne,

— czystosC.

Nosnik (w stosownych przypadkach):

— uzasadnienie wyboru noénika, jezeli jest inny niz woda.
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Badane zwierzgta:

— wykorzystany gatunek/szczep,

— liczba zwierzat, ich wiek i ich ple¢,

— zrédlo pochodzenia, warunki trzymania, pasza, materialy do budowy gniazda itp.,
— masa ciala kazdego zwierzgcia na poczatku badania,

— dane dotyczace wymazu z pochwy w odniesieniu do samic z pokolenia P przed rozpoczgciem podawania
(jezeli dane zgromadzono w tym czasie),

— dane dotyczace kojarzenia u pokolenia P, wskazujgce na samca i samicg, ktérych wybrano do krycia, oraz czy
doszto do krycia,

— dane dotyczace miotu pochodzenia w odniesieniu do doroslych zwierzat z pokolenia F,.

Warunki badania:

— uzasadnienie wyboru poziomu dawki,

— szczegdly dotyczace przygotowania formy uzytkowej badanej substancji chemicznej/przygotowania paszy,
uzyskanych stezen,

— trwalos¢ i jednorodno$¢ preparatu w noéniku lub substancji no$nikowej (np. paszy, wody pitnej), w krwi lub
mleku w warunkach uzytkowania i przechowywania miedzy poszczegdlnymi dawkowaniami,

— szczegdly dotyczace podawania badanej substancji chemicznej,

— w stosownych przypadkach przeliczenie stgzeft (ppm) badanej substancji chemicznej w paszy/wodzie pitnej na
uzyskang dawke (mg/kg masy ciala/dobe),

— szczegdly dotyczace jakosci pokarmu i wody (w tym skladnikéw paszy, jezeli dostepne),

— szczegdlowy opis procedur randomizacji stosowanych do doboru miodych do eliminacji i przydzielania

miodych do grup badanych,
— warunki $rodowiskowe,

— wykaz personelu badawczego, w tym odbyte szkolenia zawodowe.

Wyniki (podsumowanie wszystkich danych i dane indywidualne wedhug plci i dawki):

— spozycie pokarmu, spozycie wody, jezeli odno$ne dane s3 dostgpne, wydajno$¢ pokarmu (przyrost masy ciata
na gram spozywanego pokarmu, z wyjatkiem okreséw wspélnego przebywania w klatce i laktacji) oraz
spozycie badanej substancji chemicznej (w przypadku podawania z pasza/woda pitng) w odniesieniu do zwie-
rzat z pokolen P i F,,

— dane dotyczace wchianiania (jezeli sa dostepne),

— dane dotyczace masy ciala zwierzat z pokolenia P,

— dane dotyczace masy ciala wybranych zwierzat z pokolenia F, w okresie po odsadzeniu,

— czas $mierci, jezeli zwierz¢ padto w trakcie badania, lub informacja, ze zwierzeta przezyly do u$miercenia,
— charakter, dotkliwos¢ i czas trwania obserwacji klinicznych (odwracalne czy nie),

— dane pochodzace z hematologii, badania moczu i chemii klinicznej, w tym dotyczace TSH i T4,

— analiza fenotypowa limfocytow $ledziony (limfocytéw T, limfocytéw B i komoérek NK),

— komérkowos¢ szpiku kostnego,

— dane dotyczace reakeji na toksycznosé,

— liczba samic z pokolen P i F,, u ktérych wystepuje normalny lub nienormalny cykl estrogenowy i czas trwania
cyklu,

— czas do krycia (odstgp przed kopulacjg, liczba dni migdzy kojarzeniem a kryciem),

— skutki toksyczne lub inne dla rozrodczosci, w tym liczba i odsetek zwierzat, ktdre przeszly przez krycie, ciazg,
pordd i laktacje, liczba i odsetek samcéw, ktére zaptodnily samice, oraz samic z objawami dystocji/dlugotrwa-
tego lub trudnego porodu,

— czas trwania cigzy oraz, jezeli odno$ne dane s3 dostepne, porodu,

— liczba zagniezdzen, liczebno$¢ miotu i odsetek samcow wsréd mlodych,
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— liczba i odsetek strat pozagniezdzeniowych, zywych urodzen i martwych urodzen,

— dane dotyczace masy miotu i masy mlodych (samcéw, samic i tacznie), liczba stabowitych mlodych, jezeli ja
okreslono,

— liczba mlodych z wyraznie widocznymi nieprawidlowosciami,
— skutki toksyczne lub inne dla potomstwa, rozwoju pourodzeniowego, Zywotnosci itp.,

— dane dotyczace fizycznych punktéw orientacyjnych u mlodych i inne dane dotyczace rozwoju pourodzenio-
wego,

— dane dotyczace dojrzewania plciowego zwierzat z pokolenia F,,
— w stosownych przypadkach dane dotyczace obserwacji funkcjonalnych miodych i dorostych,

— dane dotyczace masy ciala w momencie uSmiercania oraz bezwzglednej i wzglednej masy narzagdu w odnie-
sieniu do zwierzat z pokolenia P i doroslych z pokolenia F,,

— wyniki sekgji,
— szczegblowy opis wszystkich wynikéw histopatologicznych,

— calkowita liczba plemnikéw w ogonie najadrza, odsetek poruszajacych si¢ postgpowo plemnikéw, odsetek
morfologicznie normalnych plemnikéw oraz odsetek plemnikéw z kazda okreslong nieprawidlowoscia w
odniesieniu do samcéw z pokolent P i F,,

— w stosownych przypadkach liczba i stadia dojrzewania pecherzykéw jajnikowych znajdujacych si¢ w jajnikach
samic z pokolen P i F,,

— oznaczenie liczby ciatek zéttych w jajnikach samic z pokolenia F,,

— w stosownych przypadkach statystyczne opracowanie wynikéw.

Parametry kohorty 2:

— szczegblowy opis procedur stosowanych do standaryzacji obserwacji i procedur oraz definicji operacyjnych do
celéw punktowego oceniania obserwacji,

— wykaz wszystkich zastosowanych procedur badawczych i uzasadnienie ich zastosowania,

— szczegodly dotyczace zastosowanych procedur behawioralnych/funkcjonalnych, neuropatologicznych i morfo-
metrycznych, w tym informacje i szczegdly dotyczace urzadzeri automatycznych,

— procedury kalibracji i zapewniania réwnowaznosci urzadzeri oraz bilansowanie grup badanych w procedurach
badawczych,

— krotkie uzasadnienie wyjasniajace wszelkie decyzje wigzace si¢ z opinig eksperta,

— szczegblowy opis wszystkich wynikéw behawioralnych/funkcjonalnych, neuropatologicznych i morfometrycz-
nych wedlug plci i grupy dawkowania, w tym wzrosty i spadki w poréwnaniu do grupy kontrolne;j,

— masa mozgu,

— wszelkie diagnozy postawione na podstawie objawéw neurologicznych i zmian patologicznych, w tym poja-
wiajace si¢ w sposob naturalny choroby lub schorzenia,

— obrazy przykladowych wynikéw badan,
— obrazy z urzadzen o malej mocy do oceny homologii wycinkéw zastosowanych do celéw morfometrii,

— statystyczne opracowanie wynikéw, w tym modele statystyczne zastosowane w celu analizy danych i wynikéw,
niezaleznie od tego, czy byly one istotne,

— zwigzek wszelkich innych skutkéw toksycznych z wnioskiem dotyczacym potencjalu neurotoksycznego
badanej substancji chemicznej wedtug plci i grupy dawkowania,

— wplyw wszelkich informacji toksykokinetycznych na wnioski,

— dane potwierdzajace wiarygodno$¢ i czuto$¢ metody badawczej (tj. dane dotyczace dodatnich i historycznych
kontroli),

— zwigzki, jezeli wystepuja, miedzy skutkami neuropatologicznymi a czynno$ciowymi,
— NOAEL lub dawka wyznaczajaca w odniesieniu do matek i potomstwa wedlug plci i grupy dawkowania,

— dyskusja na temat ogélnej interpretacji danych na podstawie wynikéw, w tym wniosek dotyczacy tego, czy
substancja chemiczna spowodowala neurotoksyczno$é rozwojowg i NOAEL.
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Parametry kohorty 3:

— miana przeciwcial IgM w surowicy (sensytyzacja na SRBC lub KLH) lub jednostki komérek tworzacych lysinki
w $ledzionie (sensytyzacja na SRBC),

— dzialanie metody reakcji przeciwcial zaleznej od limfocytéw T powinno zostal potwierdzone w ramach
procesu optymalizacji przez laboratorium, ktére wykonuje test po raz pierwszy, a nastepnie powinno byé
potwierdzane okresowo przez wszystkie laboratoria (np. corocznie),

— omowienie ogdlnej interpretacji danych na podstawie wynikéw, w tym wniosek dotyczacy tego, czy substancja
chemiczna spowodowata immunotoksycznos¢ rozwojowa i NOAEL.

Oméwienie wynikéw

Whioski, w tym wartosci NOAEL w odniesieniu do skutkéw dla rodzicéw i potomstwa

Nalezy réwniez przekazaé wszystkie informacje, ktérych nie uzyskano w trakcie badania, a ktére sa przydatne do
celow interpretacji wynikéw (np. podobienstwa skutkow do tych wywolywanych przez jakiekolwiek znane Srodki
neurotoksyczne).

Interpretacja wynikow

80. Rozszerzone badanie toksycznosci reprodukcyjnej jednego pokolenia dostarczy informacji na temat wplywu
powtarzanego narazenia na substancje chemiczng podczas wszystkich faz cyklu rozrodczego, w zaleznosci od
potrzeb. W szczeg6lnosci badanie dostarczy informacji na temat ukladu rozrodczego oraz rozwoju, wzrostu,
przezycia i funkcjonalnych punktéw koricowych w odniesieniu do potomstwa w wieku do 90 dnia po urodzeniu.

81. W interpretacji wynikéw badania nalezy uwzglednia¢ wszystkie dostgpne informacje dotyczace substancji
chemicznej, w tym wlasciwosci fizykochemiczne, toksykokinetyczne i toksykodynamiczne, dostepne odpowiednie
informacje na temat analogéw strukturalnych oraz wyniki przeprowadzonych wczesniej badan toksycznosci z
uzyciem badanej substancji chemicznej (np. ostra toksyczno$¢, toksycznosé po powtarzanym podawaniu, badania
mechanistyczne i badania oceniajace, czy wystepuja istotne rdznice jakoSciowe i ilosciowe migdzy gatunkami pod
wzgledem wlasciwos$ci metabolicznych in vivoin vitro). Pelne rozpoznanie histopatologiczne i wyniki pomiaréw
masy narzagdéw nalezy oceniaé w konteksScie obserwacji poczynionych podczas innych badain powtarzanego
dawkowania, jezeli jest to wykonalne. Mozna uznaé, Ze obnizony wzrost potomstwa ma zwigzek z wplywem
badanej substancji chemicznej na sktad mleka (29).

Kohorta 2 (neurotoksycznos¢ rozwojowa)

82.  Wyniki neurobehawioralne i neuropatologiczne nalezy interpretowaé w kontekscie wszystkich ustalen, stosujac
podejscie wagi dowodéw i wiedze specjalistyczna. Nalezy oméwi¢ wzory wynikéw badan behawioralnych lub
morfologicznych, jezeli wystepuja, oraz dowody zaleznosci dawka-odpowiedZ. W tej charakterystyce nalezy
zawrze¢ oceng neurotoksycznosci rozwojowej, w tym badania epidemiologiczne u ludzi lub studia przypadkéw, i
badania na zwierzetach doswiadczalnych (np. dane toksykokinetyczne, informacje dotyczace zwigzku miedzy
strukturg a dzialaniem, dane z innych badan toksycznosci). Ocena danych powinna obejmowaé oméwienie istot-
nosci biologicznej i statystycznej. Ocena powinna obejmowal zwigzek, jezeli taki wystepuje, miedzy obserwowa-
nymi zmianami neuropatologicznymi i behawioralnymi. W odniesieniu do wytycznych dotyczacych interpreto-
wania wynikéw neurotoksycznosci rozwojowej nalezy zapoznal si¢ z metodg badawcza B.53 (35) oraz publikacja
Tyl i in., 2008 (31).

Kohorta 3 (immunotoksycznosé rozwojowa)

83.  Supresj¢ lub wzmocnienie funkcji ukladu odpornosciowego stwierdzone w reakcji przeciwcial zaleznej od limfo-
cytéw T nalezy ocenia¢ w kontekscie wszystkich poczynionych obserwacji. Znaczenie wynikéw reakcji przeciwciat
zaleznej od limfocytéw T moga potwierdzal inne oddzialywania na wskazniki zwiazane z odpornoscig (np.
komorkowos¢ szpiku kostnego, masa i histopatologia tkanek limfoidalnych, rozklad podzbioru limfocytow).
Skutki ustalone w ramach reakcji przeciwcial zaleznej od limfocytéw T moga mie¢ mniejsze znaczenie w przy-
padku innych toksycznosci obserwowanych przy nizszym stgZeniu narazenia.

84. Przy interpretowaniu wynikéw dotyczacych rozrodczosci i neurotoksyczno$ci pomocny moze by¢ dokument
zawierajacy wytyczne OECD nr 43 (26).
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Dodatek 1

Pomiary i obserwacje uwzglednione w zestawie badan funkcjonalno-obserwacyjnych (kohorta 2A)

Klatka macierzysta i otwarta przestrzen Manipulacyjne Fizjologiczne
Postawa Latwos¢ usuwania Temperatura
Mimowolne ruchy kloniczne i Latwos¢ obchodzenia sig Masa ciata
toniczne
Zamkniecie powiek Tonus Reakgja Zrenicy
Piloerksja Reakcja na podejscie Rozmiar Zrenicy
Slinienie Reakcja na dotyk
Lzawienie Reakcja stuchowa
Wydawanie odgloséw Reakcja na szczypanie ogona
Stawanie na tylnych konczynach Reakcja przyjmowania prawidlowe;j

postawy
Nieprawidlowosci w chodzie Odlegtos¢ miedzy koficzynami
tylnymi przy ladowaniu
Pobudzenie Sita uchwytu konczyn przednich
Stereotypia Sita uchwytu konczyn tylnych
Dziwne zachowania
Plamy
Nieprawidlowosci w oddychaniu
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Dodatek 2

DEFINICJE:
Substancja chemiczna: oznacza substancj¢ lub mieszaning.

Badana substancja chemiczna: oznacza kazdg substancje lub mieszaning badang za pomoca opisywanej metody
badawczej.
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B.57. TEST STEROIDOGENEZY H295R

WPROWADZENIE

1. Opisywana metoda badawcza jest zgodna z dotyczacg badan wytyczng OECD nr 456 (2011 r.). W 1998 r. OECD
podjela dziatania o wysokim priorytecie, majace na celu zmiang istniejacych wytycznych i opracowanie nowych
wytycznych na potrzeby badan przesiewowych i badania potencjalnych substancji zaburzajacych funkcjonowanie
ukladu hormonalnego. Ramy koncepcyjne OECD z 2002 r. w zakresie badan i oceny substancji chemicznych
zaburzajacych funkcjonowanie ukladu hormonalnego (Conceptual Framework for Testing and Assessment of
Endocrine Disrupting Chemicals) obejmuja pie¢ pozioméw, z ktorych kazdy odpowiada innemu poziomowi
zlozonosci biologicznej (1). W opisanym w niniejszej metodzie badawczej tescie steroidogenezy H295R in vitro
(H295R) wykorzystuje si¢ lini¢ ludzkich komérek raka nadnercza (komérki NCI-H295R) i stanowi on »test in vitro
pozwalajacy na uzyskanie danych mechanistycznych« poziomu 2, do celéw badan przesiewowych i ustalania
substancji priorytetowych. Opracowanie i standaryzacja powyzszego testu jako badania przesiewowego chemicz-
nego wplywu na steroidogeneze, w szczegdlnosci na produkcje 17p-estradiolu (E2) i testosteronu (T), odbywaly
sie w wielu etapach. Test H295R byl optymalizowany i poddawany walidacji (2)(3)(4)(5).

2. Test steroidogenezy H295R ma na celu wykrywanie substancji chemicznych, ktére majg wplyw na produkcje E2 i
T. Test H295R ma identyfikowac ksenobiotyki, ktorych dzialanie ukierunkowane jest na skladniki endogenne skta-
dajace si¢ na miedzykomérkowy szlak biochemiczny rozpoczynajacy si¢ sekwencja reakcji od cholesterolu po
produkcje E2 lub T. Test H295R nie ma na celu identyfikacji substancji chemicznych, ktére wplywaja na steroido-
geneze, z uwagi na jego oddzialywanie na o§ podwzgdrze—przysadka—gonady (HPG). Celem opisywanego testu
jest uzyskanie odpowiedzi TAK/NIE w odniesieniu do zdolnosci danej substancji chemicznej do wywolywania lub
hamowania produkgji T i E2; jednak w niektérych przypadkach mozna uzyska¢ wyniki ilosciowe (zob. pkt 53 i
54). Wyniki testu wyraza si¢ jako wzgledne zmiany w produkcji hormonéw w poréwnaniu z kontrola rozpusz-
czalnika (KR). Celem tego testu nie jest dostarczenie okre$lonych informacji mechanistycznych dotyczacych inte-
rakgji badanej substancji chemicznej z ukladem hormonalnym. Aby zidentyfikowa¢ wplyw na okreslone enzymy i
hormony posrednie, takie jak progesteron, przeprowadzono badania z wykorzystaniem danej linii komérkowej

2).

3. Definicje i skréty stosowane w opisywanej metodzie badawczej s3 opisane w dodatku. Szczegblowy protokél
zawierajacy wskazéwki dotyczace sposobu przygotowywania roztwordw, hodowania komorek i przeprowadzania
réznych aspektow testu przedstawiono w dodatkach I-III do dokumentu OECD »Multi-Laboratory Validation of
the H295R Steroidogenesis Assay to Identify Modulators of Testosterone and Estradiol Production« (Migdzylabora-
toryjna walidacja testu steroidogenezy H295R majaca na celu identyfikacje modulatoréw wytwarzania testoste-
ronu i estradiolu) (4).

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

4. W biosyntezie szeSciu sterydowych hormonéw plciowych udziat bierze pigé réznych enzyméw katalizujacych
sze$¢ r6znych reakcji. Enzymatyczna konwersja cholesterolu do pregnenolonu za pomoca enzymu rozszczepiaja-
cego lancuch boczny cholesterolu (CYP11 A) z rodziny enzyméw cytochromu P450 (CYP) stanowi poczatkowy
etap serii reakcji biochemicznych, ktére prowadza do syntezy sterydowych produktéw koficowych. W zaleznosci
od kolejnosci nastepnych dwoch reakeji nastepuje podzial szlaku steroidogenezy na dwa szlaki, szlak A’-hydrok-
systeroidowy i szlak A*-ketosteroidowy, ktére tacza si¢ w produkcji androstenedionu (rys. 1).

5. Konwersja androstenedionu do testosteronu (T) zachodzi za pomocg dehydrogenazy 17p-hydroksysteroidowej
(17B-HSD). Testosteron jest zaréwno hormonem posrednim, jak i produktem koncowym. U samcéw T mozna
przeksztalcié w dihydrotestosteron (DHT) w wyniku dzialania 5-o-red.uktazy, ktéra znajduje si¢ w blonach
komérkowych, otoczce jadrowej i siateczce Srddplazmatycznej tkanek, na ktore ukierunkowane jest dzialanie
androgenéw, takich jak prostata i pecherzyki nasienne. DHT jest znacznie silniejszy jako androgen niz T i jest
réwniez uwazany za hormon koficowy. W tescie H295R nie mierzy si¢ poziomu dihydrotestosteronu (zob. pkt
10).

6.  Enzymem w przebiegu steroidogenezy, ktéry umozliwia konwersje androgenowych substancji chemicznych w
estrogenowe substancje chemiczne jest aromataza (CYP19). Aromataza przeksztalca testosteron (T) w 17[-estra-
diol (E2), a androstenedion w estron. E2 i T uwaza si¢ za koficowe hormony szlaku steroidogenezy.

7. Specyfika dzialania liazéw CYP17 rézni si¢ w odniesieniu do substratéw posrednich miedzy gatunkami. U ludzi
enzym ten faworyzuje substraty szlaku A>-hydroksysteroidowego (pregnenolon), natomiast u szczuréw faworyzo-
wane sg substraty w szlaku A*-ketosteroidowym (progesteron) (19). Takie réznice w dzialaniu liazéw CYP17 moga
wyjasnial niektére réznice w reakcji na substancje chemiczne miedzy gatunkami, ktére skutkujg zmiang
steroidogenezy in vivo (6). Wykazano, ze komérki H295 najwierniej odzwierciedlaja ekspresje enzyméw kory
nadnerczy oraz schemat produkcji sterydéw u ludzi dorostych (20), ale znane sg z ekspresji enzymoéw zaréwno w
szlaku A>-hydroksysteroidowym, jak i w szlaku A*-ketosteroidowym syntezy androgenu (7)(11)(13)(15).
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Rysunek 1

Przebieg steroidogenezy w komérkach H295R

LYPHIA LYPt7 oIz
Cholesterol Pregnenolone 7-hydroksypregnenolon Dehydroepiandrosteron
Progesteron
£yPzy
11-Deoksykortykosteron  Deoksykortyzol Testosteron  Estron
P18
Kortykosteron \ 17p-estradiol y
Aldosteron
Uwaga:

Enzymy oznaczono kursywa, hormony oznaczono wytluszczeniem, za$ strzatki wskazuja kierunek syntezy. Szare
tlo wskazuje na szlaki/produkty kortykosterydowe. W okraglej ramce umieszczono szlaki/produkty sterydowych
hormonéw plciowych. CYP = cytochrom P450; HSD = dehydrogenaza hydroksysteroidowa; DHEA = dehydroe-
piandrosteron.

8. Linia ludzkich komérek raka nadnercza H295R stanowi uzyteczny model in vitro do celéw badania wplywu na
synteze hormonéw sterydowych (2)(7)(8)(9)(10). W linii komérek H295R zachodzi ekspresja genéw kodujacych
dla wszystkich przedstawionych powyzej enzyméw kluczowych dla steroidogenezy (11)(15) (rys. 1). Jest to
unikalna wlasciwo$¢, poniewaz ekspresja tych genéw in vivo jest uzalezniona od tkanek i stadium rozwojowego i
zazwyczaj zadna pojedyncza tkanka ani pojedyncze stadium rozwojowe nie pozwala na ekspresje wszystkich
genéw biorgcych udzial w steroidogenezie (2). Komorki H295R wykazuja whasciwosci fizjologiczne strefowo
niezréznicowanych komorek nadnercza ludzkiego ptodu (11). Komorki te stanowia wyjatkowy system in vitro, z
uwagi na fakt, ze posiadaja one zdolno$¢ produkowania wszystkich hormonéw sterydowych wystepujacych w
korze nadnerczy i gonadach u doroslych ludzi, pozwalajac na badanie wplywu na syntez¢ kortykosterydéw i
produkecje sterydowych hormonéw plciowych, takich jak androgeny i estrogeny, mimo ze test ten uzyskal wali-
dacje wylacznie w odniesieniu do wykrywania T i E2. Zmiany zarejestrowane przez system testowy w postaci
zmian w produkcji T i E2 mogg by¢ wynikiem szeregu réznych interakcji badanych substancji chemicznych o
funkcjach zwigzanych ze steroidogeneza, ktére wyrazaja komorki H295R. Moga one obejmowaé modulacje
ekspresji, syntezy lub dzialania enzyméw bioracych udzial w produkeji, transformacji lub eliminacji hormonéw
sterydowych (12)(13)(14). Zahamowanie produkcji hormonéw moze by¢ wynikiem bezposredniego konkurencyj-
nego wigzania z enzymem w szlaku, wpltywu na wspétczynniki, takie jak NADPH (fosforanu dinukleotydu nikoty-
namido-adeninowego) i cAMP (cykliczny adenozynomonofosforan) lub zwigkszenia metabolizmu sterydéw lub
supresji ekspresji genéw niektérych enzyméw w szlaku steroidogenezy. Podczas gdy zahamowanie moze by¢
funkcja zaréwno bezposrednich, jak i posrednich proceséw skiadajacych si¢ na produkcje hormonéw, indukcja
ma zazwyczaj charakter posredni na przyklad poprzez oddzialywanie na wspélczynniki takie jak NADPH i cAMP
(podobnie jak w przypadku forskoliny), ograniczanie metabolizmu sterydéw (13) i zwigkszanie ekspresji genéw
steroidogenezy.

9. Test H295R ma liczne zalety:

— pozwala na wykrywanie zaréwno zwigkszenia, jak i zmniejszenia produkgji T i E2,

— umozliwia bezposrednig ocen¢ potencjalnego wplywu substancji chemicznej na zywotnos¢/cytotoksycznosé
komorek. Jest to istotna cecha, poniewaz pozwala na odréznienie skutkéw bedgcych wynikiem cytotoksycz-
nosci od skutkéw, ktére wynikajg z bezposredniej interakcji substancji chemicznych ze szlakami steroidoge-
nezy, co nie jest mozliwe w przypadku systeméw eksplantow tkanek, ktére skladaja si¢ z licznych rodzajéw
komorek charakteryzujacych si¢ réznymi czutosciami i funkcjami,
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— nie wymaga wykorzystywania zwierzat,
— linia komérek H295R jest dostepna na rynku.

10.  Gl6éwne ograniczenia tego testu sg nastgpujgce:

— zdolno$¢ metaboliczna testu nie jest znana, ale najprawdopodobniej jest dosy¢ ograniczona; w zwigzku z tym
substancje chemiczne, ktére wymagajg aktywacji metabolicznej, zostang prawdopodobnie pominigte w tym
tescie;,

— poniewaz komorki H295R uzyskuje si¢ z tkanki nadnercza, zawierajg one enzymy zdolne do produkowania
gluko- i mineralokortykoidéw oraz hormonéw plciowych, w zwiazku z czym oddzialywanie na produkcje
gluko- i mineralokortykoidéw moze mie¢ wplyw na obserwowane w ramach tego testu poziomy T i E2,

— w tedcie tym nie dokonuje si¢ pomiaru poziomu DHT i w zwiazku z tym nie oczekuje sie, ze zostang wykryte
substancje chemiczne hamujace 5-a-reduktazg; w takim przypadku mozna zastosowaé test Hershbergera (16),

— w teScie H295R nie zostang wykryte substancje chemiczne zakl6cajace steroidogeneze poprzez oddzialywanie
na o§ podwzgérze-przysadka—gonady (HPG), poniewaz mozna to zbada¢ wylacznie na zwierzetach nienaru-
szonych.

ZASADA BADANIA

11.  Opisywany test ma na celu wykrywanie substancji chemicznych, ktére majg wplyw na produkcje T i E2. T jest
réwniez produktem posrednim na szlaku prowadzagcym do produkcji E2. W omawianym teScie mozna wykry¢
substancje chemiczne, ktére zazwyczaj hamujg lub wywoluja dzialanie enzymoéw szlaku steroidogenezy.

12.  Omawiany test przeprowadza si¢ zazwyczaj w normalnych warunkach kultury komérkowej na plytkach
24-dotkowych. Ewentualnie dopuszcza si¢ stosowanie innych rozmiaréw plytek do przeprowadzania testu;
warunki posiewu i warunki do§wiadczalne nalezy odpowiednio dostosowywad, aby zachowaé zgodnos$¢ z kryte-
riami wykonania testu.

13.  Po zakonczeniu 24-godzinnego okresu aklimatyzacji w plytkach wielodotkowych komérki poddaje 48-godzin-
nemu okresowi narazenia na siedem stezeni badanej substancji chemicznej co najmniej trzykrotnie. Rozpusz-
czalnik oraz znany inhibitor produkcji hormonéw i czynnik wywolujacy produkeje hormonéw w stalym stezeniu
stosuje si¢ jako kontrole ujemng i dodatnia. Po zakonczeniu okresu narazenia z kazdego dotka usuwa si¢ podloze.
Natychmiast po usunigciu podloza bada si¢ Zywotno$¢ komérek w kazdym dotku. Stezenia hormondéw w
podlozu mozna mierzy¢, stosujac szereg réznych metod, w tym za pomocg dostepnych na rynku zestawéw do
pomiaru hormonéw lub technik instrumentalnych, takich jak chromatografia cieczowa polaczona ze spektrome-
trig masowg (LC-MS). Dane wyraza si¢ jako krotno$¢ zmiany w stosunku do kontroli rozpuszczalnika i najniz-
szego stezenia, przy ktérym obserwuje si¢ zmiany (LOEC). Jezeli wynik testu jest ujemny, najwyzsze zbadane
stezenie rejestruje si¢ jako najwyzsze stezenie, przy ktoérym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian (NOEC).
Whioski dotyczace zdolnosci substancji chemicznej do oddzialywania na steroidogeneze nalezy formutowaé na
podstawie co najmniej dwdéch niezaleznych préb badawczych. Pierwsza préba badawcza moze penic role proby
stuzacej ustaleniu zakresu, po ktérym w razie potrzeby dostosowuje si¢ stezenia dla prob 2 i 3, jezeli wystapia
problemy zwiazane z rozpuszczalno$cig lub cytotoksycznoscig lub jezeli wydaje sig, ze aktywno$¢ danej substancji
chemicznej znajduje si¢ na poziomie granicznej wartosci zakresu badanych stezen.

PROCEDURA HODOWLI

Linia komérkowa

14.  Komérki NCI-H295R sa dostepne komercyjnie z amerykariskiego zbioru typéw kultur (ATCC) po podpisaniu
porozumienia o transferze materiatu (MTA) (*).

Wprowadzenie

15. W zwigzku ze zmianami zdolnosci komérek do produkeji E2 wraz z wiekiem i wzrostem liczby pasazy (2),
komoérki nalezy hodowaé zgodnie z okre§lonym protokolem, zanim zostang wykorzystane, i nalezy odnotowaé
liczbe pasazy od momentu rozmrozenia komoérek oraz numer pasazu, przy ktérym komoérki zostaly zamrozone i
umieszone w zbiorniku z cieklym azotem. Pierwsza warto$¢ oznacza faktyczng liczbe pasazy komoérek, podczas
gdy druga warto$¢ oznacza numer pasazu, przy ktérym komorki zostaly zamrozone i umieszczone w zbiorniku.
Przyktadowo komorki, ktére zostaly zamrozone po pigtym pasazu i rozmrozone, a nastgpnie trzykrotnie podzie-
lone (4 pasaze, liczac $wiezo rozmrozone komorki jako pasaz 1), po ponownym umieszczeniu w hodowli zosta-
lyby oznaczone jako pasaz 4.5. Przykladowy schemat numerowania przedstawiono w dodatku I do sprawozdania
z walidacji (4).

16. Podloze wyjsciowe stosuje si¢ jako podstawe podloza wzbogaconego i podloza do zamrazania. Podloze wzboga-

cone jest niezbednym skladnikiem do hodowli komérek. Podloze do zamrazania jest specjalnie opracowane, aby
umozliwi¢ zamrazanie komorek bez skutkéw ubocznych do celéw ich dlugoterminowego przechowywania. Przed

(') ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, USA [http://www.lgcstandards-atcc.org].
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zastosowaniem nalezy przeprowadzi¢ analize Nu-serum (lub poréwnywalnego serum o réwnowaznych wlasci-
wosciach, w przypadku ktérego wykazano, ze dostarcza danych spelniajacych wymogi w zakresie przeprowa-
dzania testu i kontroli jakosci), ktére jest skladnikiem podloza wzbogaconego, pod katem wyjsciowych stezen T i
E2. Sposéb przygotowania tych roztworéw opisano w dodatku II do sprawozdania z walidacji (4).

17.  Po zainicjowaniu kultury komérkowej H295R z oryginalnej partii ATCC komérki nalezy hodowaé przez pigé
pasazy (tj. komorki dzieli si¢ czterokrotnie). Komérki pasazu piatego sg nastepnie zamrazane w cieklym azocie do
celow przechowywania. Przed zamrozeniem komorek dokonuje si¢ analizy probki komérek poprzedniego pasazu
czwartego na plytce kontroli jakosci (zob. pkt 36 i 37), aby zweryfikowal, czy podstawowa produkcja hormonéw
i reakcja na substancje chemiczne kontroli dodatniej spetniaja wymogi w zakresie kontroli jakosci testu zgodnie z
tabelg 5.

18.  Komorki H295R nalezy hodowaé, zamrozic i przechowywaé w cieklym azocie, aby mie¢ pewnos¢, ze komorki z
odpowiedniego pasazu/w odpowiednim wieku s3 zawsze dostgpne do hodowli i uzytku. Maksymalna liczba
pasazy po wybraniu nowej (') lub zamrozonej (%) partii komérek do kultury komérkowej, ktéra jest dopuszczalna
w przypadku testu H295R, nie powinna przekracza¢ 10. Przykladowo w przypadku kultur komérek pochodzg-
cych z partii zamrozonych przy pasazu 5 dopuszczalne bylyby pasaze z przedzialu 4.5-10.5. W przypadku
komorek uzyskanych z tych zamrozonych partii nalezy przestrzegal procedury opisanej w pkt 19. Komorki te
nalezy hodowaé przez co najmniej cztery (4) dodatkowe pasaze (pasaz 4.5), zanim zostang wykorzystane do
testow.

Uzyskiwanie komérek z zamroZzonego zapasu

19.  Procedure uzyskiwania komoérek z zamrozonego zapasu nalezy stosowaé w przypadku, gdy nowa partie komérek
wyjmuje si¢ z cieklego azotu do celéw hodowli i testow. Szczegdly dotyczace tej procedury przedstawiono w
dodatku III do sprawozdania z walidacji (4). Komérki wyjmuje si¢ z cieklego azotu, natychmiast si¢ je rozmraza,
umieszcza w podlozu wzbogaconym w probdwce wirdwkowej, odwirowuje w temperaturze pokojowej, ponownie
zawiesza w podlozu wzbogaconym, a nastgpnie umieszcza si¢ je w kolbie do kultur komérkowych. Nastepnego
dnia nalezy zmieni¢ podtoze. Komérki H295R hoduje si¢ w inkubatorze w temperaturze 37 °C w warunkach, w
ktérych zawartos¢ CO, w powietrzu wynosi 5 %, a podloze zmienia si¢ na nowe 2-3 razy w tygodniu. W
momencie osiagniecia przez komorki konfluencji na poziomie 85-90 %, nalezy je podzieli¢. Podzial komérek jest
konieczny, aby zapewni¢ zdrowie i wzrost komoérek oraz aby utrzymaé komoérki do celéw przeprowadzania
testow biologicznych. Komérki plucze sig trzykrotnie w roztworze chlorku sodu buforowanym fosforanami (PBS
bez zawartosci Ca2* Mg?) i wydostaje si¢ je z kolby do kultur komérkowych, dodajac odpowiedni enzym powo-
dujacy oddzielenie, np. trypsyne, w PBS (bez zawarto$ci Ca?* Mg?*). Natychmiast po oddzieleniu si¢ komérek od
kolby do kultur komérkowych nalezy zatrzymaé dzialanie enzymu poprzez dodanie podloza wzbogaconego w
stosunku 3-krotnosci objetosci zastosowanej do podania enzymu. Komorki umieszcza si¢ w probéwee wirdw-
kowej, odwirowuje si¢ je w temperaturze pokojowej, usuwa si¢ supernatant i dokonuje si¢ ponownego zawie-
szenia osadu komoérek w podlozu wzbogaconym. Odpowiednig ilo$¢ roztworu z komérkami umieszcza si¢ w
nowej kolbie do kultur komérkowych. 1lo§¢ roztworu z komérkami nalezy dostosowad tak, aby komoérki osigg-
nely stan konfluencji w ciggu 5-7 dni. Zalecany wskaznik subhodowli wynosi 1:3-1:4. Plytke nalezy ostroznie
oznakowal. Komérki mozna teraz wykorzysta¢ do celéw testu, a ich nadmiar nalezy zamrozi¢ w cieklym azocie
w sposéb opisany w pkt 20.

Zamrazanie komorek H295R (przygotowywanie komoérek do przechowywania w cieklym azocie)

20. W celu przygotowania komérek H295R do zamrozenia nalezy stosowal procedure opisang powyzej w odnie-
sieniu do podzialu komérek az do etapu ponownego zawieszania osadu komoérek na dnie probéwki wiréwkowe;.
Na tym etapie osad komoérek ponownie zawiesza si¢ w podlozu do zamrazania. Roztwor przenosi si¢ do odpo-
wiednio oznakowanej fiolki kriogenicznej i zamraza w temperaturze -80 °C na 24 godziny, a nastgpnie fiolke
kriogeniczng umieszcza si¢ w cieklym azocie do celéw przechowywania. Szczegdly dotyczace tej procedury
przedstawiono w dodatku III do sprawozdania z walidacji (4).

Posiew i wstepna inkubacja tkanek do celéw badania

21.  Potrzebna liczba plytek 24-dotkowych, przygotowanych zgodnie z opisem w pkt 19, bedzie uzalezniona od liczby
badanych substancji chemicznych i konfluencji komérek w naczyniach z kulturami. Zgodnie z zasada ogdlng
jedna kolba do kultur komérkowych (75 cm?) zawierajaca komérki w stanie konfluencji na poziomie 80-90 %
zapewni wystarczajacg liczbe komérek dla 1-1,5 plytki (24-dotkowej) o gestosci docelowej wynoszacej
200 000-300 000 komoérek na ml podloza, co skutkuje uzyskaniem w dotkach konfluencji na poziomie 50—
60 % po uplywie 24 godzin (rys. 2). Stanowi to zazwyczaj optymalny poziom gestosci komérek do produkeji
hormonéw w teicie. W przypadku wyzszych gestosci schematy produkeji T i E2 ulegajg zmianie. Przed przepro-
wadzeniem testu po raz pierwszy zaleca si¢ zbadanie roznych gestosci posiewu miedzy 200 000 a
300 000 komorek na ml oraz wybranie gestosci skutkujacej konfluencjg na poziomie 50-60 % w dotku po
uplywie 24 godzin do celéw dalszych doswiadczen.

(") »Nowa partia« odnosi si¢ do §wiezej partii komorek otrzymanych ze zbioru kultur typu amerykanskiego.
(}) »Zamrozona partia« odnosi si¢ do komorek, ktore zostaly uprzednio wyhodowane, a nastgpnie zamrozone w laboratorium, innych niz
komoérki ze zbioru kultur typu amerykanskiego.
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Rysunek 2

Mikrofotografia komérek H295R o zageszczeniu na poziomie 50 % na plytce 24-dotkowej zawierajacej
kulture komérkowa wykonana w 24 godzinie na kraficu (A) i w Srodkowej czesci (B) dotka

22.  Podloze usuwa si¢ z kolby do kultur komérkowych za pomocy pipety, a komérki plucze si¢ 3-krotnie za pomoca
sterylnego PBS (niezawierajacego Ca2*Mg?"). Dodaje si¢ roztwor enzymu (w PBS) w celu oddzielenia komérek od
kolby do kultur komérkowych. Po uplywie odpowiedniego czasu na oddzielenie si¢ komoérek nalezy zatrzymaé
dzialanie enzymu poprzez dodanie podloza wzbogaconego w stosunku 3-krotnosci objetosci zastosowanej do
podania enzymu. Komérki umieszcza si¢ w probéwce wirdwkowej, odwirowuje si¢ je w temperaturze pokojowej,
usuwa si¢ supernatant i dokonuje si¢ ponownego zawieszenia osadu komoérek w podtozu wzbogaconym. Gestosé
komérek oblicza si¢ za pomocg np. hemocytometru lub narzedzia do liczenia komoérek. Roztwér z komérkami
nalezy rozcienczy¢ do uzyskania oczekiwanej gestosci posiewu i doktadnie wymieszaé, aby zapewni¢ jednorodna
gesto$¢ komorek. Nalezy dokonaé posiewu komorek, stosujgc 1 ml roztworu z komoérkami na dofek oraz ozna-
kowac¢ plytki i dofki. Posiane plytki inkubuje si¢ przez 24 godziny w temperaturze 37 °C w warunkach, w ktérych
zawarto$¢ CO, w powietrzu wynosi ponizej 5 %, aby umozliwi¢ komérkom osadzenie si¢ w dotkach.

WYMOGI W ZAKRESIE KONTROLI ]AKOéCI

23.  Niezwykle istotne jest dostarczenie dokladnych objetosci roztwordéw i prébek do dotkéw podczas dawkowania,
poniewaz objetosci te decyduja o stezeniach wykorzystywanych w obliczeniach wynikéw testu.

24.  Przed zainicjowaniem kultury komoérkowej i rozpoczeciem wszelkich dalszych badan kazde laboratorium
powinno wykazac¢ czulo$¢ swojego systemu pomiaru hormonéw (pkt 29-31).

25.  Jezeli planuje si¢ zastosowanie testow pomiaru hormondéw na podstawie przeciwcial, badane substancje
chemiczne nalezy podda¢ analizie pod katem ich potencjatu do zaklécania systemu pomiaru wykorzystywanego
do iloSciowego okreslenia T i E2, jak opisano w pkt 32, przed rozpoczeciem testow.
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26.  Zaleca si¢ stosowanie sulfotlenku dimetylu (DMSO) jako rozpuszczalnika do celéw testu. Jezeli wykorzystuje sie
alternatywny rozpuszczalnik, nalezy okresli¢:

— rozpuszczalno$é badanej substancji chemicznej, forskoliny i prochlorazu w rozpuszczalniku, oraz
— cytotoksycznos¢ jako funkcje stezenia rozpuszczalnika.

Zaleca si¢, aby maksymalne dopuszczalne stgzenie rozpuszczalnika nie przekraczalo 10-krotnej wartosci rozcien-
czenia najmniej cytotoksycznego stezenia rozpuszczalnika.

27.  Przed przeprowadzeniem badan po raz pierwszy laboratorium powinno wykonaé¢ do$wiadczenie kwalifikujgce,
majgce na celu wykazanie, Ze laboratorium posiada zdolno$¢ do utrzymania i uzyskania odpowiedniej kultury
komérkowej i warunkéw doswiadczalnych wymaganych do celéw badan substancji chemicznych, jak opisano w
pkt 33-35.

28.  Rozpoczynajac badania z wykorzystaniem nowej partii, nalezy przeprowadzi¢ analize plytki kontrolnej przed
zastosowaniem nowej partii komoérek do oceny efektywnosci komérek, jak opisano w pkt 36 i 37.

Sprawno$¢ systemu pomiaru hormonéw

Czulos¢, dokladnosc, precyzja i reaktywnos¢ krzyzowa metody wraz z przykltadowg matrycg

29.  Kazde laboratorium moze stosowa¢ dowolny system pomiaru hormonéw do celéw analizy produkcji T i E2 przez
komérki H295R, pod warunkiem ze spelnia on wymogi w zakresie sprawnosci, w tym wymogi dotyczace granicy
oznaczalnodci (LOQ). Nominalnie granice te wynosza 100 pg/ml dla T i 10 pg/ml dla E2 i opieraja si¢ na podsta-
wowych poziomach hormonéw zaobserwowanych podczas badan walidacyjnych. Wyzsze lub nizsze poziomy
moga by¢ jednak odpowiednie w zaleznosci od podstawowych pozioméw hormondw, jakie uzyskano w laborato-
rium przeprowadzajagcym badania. Przed rozpoczeciem analizy plytki kontroli jakosci i prob badawczych labora-
torium powinno wykazaé, ze za pomocg planowanego test hormonéw mozna dokonywal pomiaru stezef
hormonéw w podlozu wzbogaconym z wystarczajacg dokladnosci i precyzjg, tak aby spelni¢ kryteria w zakresie
kontroli jako$ci okre§lone w tabelach 1 i 5, poprzez dokonanie analizy podloza wzbogaconego uzupelnionego o
substancje do wewnetrznej kontrolni hormonéw. Podloze wzbogacone nalezy uzupelni¢ o co najmniej trzy
stezenia kazdego hormonu (np. 100, 500 i 2 500 pg/ml T; 10, 50 i 250 pg/ml E2; lub mozna uzy¢ najnizszych
mozliwych stezef na podstawie granic wykrywalnosci wybranego systemu pomiaru hormonéw w odniesieniu do
najnizszych uzupehniajacych stezen T i E2), a nastepnie poddaé analizie. Zmierzone stezenia hormonéw z nieek-
strahowanych prébek powinny wynosi¢ okolo 30 % stezen nominalnych, a zmienno$¢ miedzy pomiarami
kontrprébek z tej samej prébki nie powinna przekraczaé 25 % (aby uzyskaé dodatkowe kryteria w zakresie
kontroli jakoici, zob. takze tabela 8). Jezeli powyzsze kryteria w zakresie kontroli jakosci zostang spelnione, przyj-
muje si¢, Ze wybrany test pomiaru hormondw jest wystarczajaco dokladny i precyzyjny i nie wchodzi w reakeje
krzyzows ze skladnikami podloza (przykladowa matryca) w taki sposéb, ze mozna byloby oczekiwac istotnego
wplywu na wynik testu. W zwigzku z tym nie wymaga si¢ ekstrakcji probek przed dokonaniem pomiaru
hormonéw.

30. Jezeli kryteria w zakresie kontroli jakosci przedstawione w tabelach 1 i 8 nie zostana spelnione, moze nastgpié
istotny wplyw na matryce i wowczas nalezy przeprowadzi¢ doswiadczenie z ekstrahowanym podlozem uzupel-
nionym. Przyklad procedury ekstrakcji przedstawiono w dodatku II do sprawozdania z walidacji (4). Pomiary
stezen hormonéw w ekstrahowanych prébkach nalezy przeprowadzi¢ trzykrotnie (). Jezeli mozna wykazaé, ze
po dokonaniu ekstrakgji sktadniki podloza nie zakt6cajg metody wykrywania hormonéw zgodnie z kryteriami w
zakresie kontroli jakosci, wszelkie dalsze doswiadczenia nalezy przeprowadzaé przy uzyciu ekstrahowanych
probek. Jezeli po dokonaniu ekstrakcji kryteria kontroli jakosci nie moga zostaé spelnione, stosowany system
pomiaru hormondéw nie jest odpowiedni do testu steroidogenezy H295R i nalezy wykorzysta¢ inng metode
wykrywania hormonéw.

Krzywa wzorcowa

31.  Stezenia hormonéw w kontroli rozpuszczalnika (KR) powinny miesci¢ si¢ w zakresie liniowym krzywej wzor-
cowej. Pozadane jest, aby warto$ci KR znalazly si¢ w poblizu Srodkowej czesci zakresu liniowego, dzigki czemu
mozliwy bedzie pomiar wywolania i zahamowania syntezy hormonéw. Nalezy odpowiednio wybraé rozcien-
czenia podloza (lub ekstraktéw), ktore majg zosta¢ zmierzone. Zalezno$¢ liniowa nalezy okresli¢ przy zastoso-
waniu odpowiedniego podejicia statystycznego.

Badanie interferencji chemicznej

32. W przypadku gdy do pomiaru hormondw majg zostaé zastosowane testy oparte na przeciwciatach, takie jak testy
immunoenzymatyczne (ELISA) i metody radioimmunologiczne (RIA), kazda substancje chemiczng nalezy zbadaé
pod katem potencjalnej interferencji z systemem pomiaru hormonéw, ktéry ma zosta¢ wykorzystany, przed
rozpoczgciem faktycznego badania substancji chemicznych (dodatek III do sprawozdania z walidacji (4)),
poniewaz niektore substancje chemiczne moga zakléca¢ wspomniane badania (17). W przypadku wystapienia
interferencji na poziomie = 20 % podstawowej produkcji hormonéw w odniesieniu do T lub E2, jak okreslono na
podstawie analizy hormondw, nalezy przeprowadzi¢ badanie interferencji chemicznej dla testu hormonéw (jak

(") Uwaga: Jezeli ekstrakcja jest wymagana, dokonuje si¢ trzech kontrpomiaréw w odniesieniu do kazdego ekstraktu. Kazda prébka
zostanie poddana ekstrakgji tylko raz.
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opisano w sekcji 5.0 dodatku III do sprawozdania z walidacji (4)) w odniesieniu do wszystkich rozcieficzen
roztworéw wyjSciowych substancji chemicznych w celu zidentyfikowania progu dawki, przy ktérej wystepuje
istotna interferencja (> 20 %). Jezeli interferencja nie przekracza 30 %, wyniki mozna skorygowaé o wartos¢ tej
interferencji. Jezeli interferencja przekracza 30 %, otrzymane dane sa niewazne i nalezy odrzuci¢ dane dotyczace
odnos$nych stezen. Jezeli istotna interferencja badanej substancji chemicznej z systemem pomiaru hormondéw
wystapi w przypadku wiecej niz jednego niecytotoksycznego stezenia, nalezy zastosowaé inny system pomiaru
hormonéw. W celu uniknigcia interferencji wynikajacej z zanieczyszczania substancji chemicznych zaleca si¢
dokonywanie ekstrakcji hormonéw z podloza za pomoca odpowiedniego rozpuszczalnika; mozliwe metody
przedstawiono w sprawozdaniu z walidacji (4).

Tabela 1

Kryteria sprawnosci w odniesieniu do systeméw pomiaru hormonéw

Parametr Kryterium

Czuto$¢ metody pomiaru Granica oznaczalnosci (LOQ)
T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml (2)

Efektywnos$¢ ekstrakcji hormonéw Srednie wskazniki odzysku (na podstawie trzykrotnych pomiaréw) w
(jedynie w przypadku, gdy ekstrakcja | odniesieniu do dodanych ilo$ci hormonéw nie powinny odbiega¢ o

jest konieczna) wigcej niz 30 % od iloci, ktéra zostata dodana.

Interferencja chemiczna (jedynie w Nie powinna nastgpic istotna (> 30 % podstawowej produkcji odpowied-
przypadku system6w opartych na niego hormonu) reakcja krzyzowa z zadnym hormonem produko-
przeciwciatach) wanym przez komorki (°) ()

(") Uwaga: Granice pomiaru metody ustalono na podstawie podstawowych wartosci dotyczacych produkcji hormondéw przed-
stawionych w tabeli 5 i zaleza one od wynikow. Jezeli mozliwe jest otrzymanie wigkszej podstawowej produkcji hormonéw,
granica moze by¢ wyzsza.

(?) Niektore przeciwciala T i E2 moga wchodzi¢ w reakcje krzyzowa odpowiednio z androstenedionem i estronem przy wyzszej
zawarto$ci procentowej. W takich przypadkach dokladne okreslenie wplywu na 17f-hydroksysteroid nie jest mozliwe. Uzys-
kane dane moga jednak w dalszym ciggu stanowi¢ Zrddlo przydatnych informacji na temat ogélnego wplywu na produkcje
estrogenu lub androgenu. W takich przypadkach dane nalezy wyrazi¢ jako reakcje androgenowe/estrogenowe, a nie reakcje
17p-estradiolowe i testosteronowe.

(9 Obejmujg one: cholesterol, pregnenolon, progesteron, 11-deoksykortykosteron, kortykosteron, aldosteron, 17a-pregnenolon,
17a-progesteron, deoksykortyzol, kortyzol, dehydroepiandrosteron, androstenedion i estron.

Badanie bieglosci laboratorium

33.  Przed rozpoczeciem badania nieznanych substancji chemicznych laboratorium powinno wykazaé zdolno$é do
uzyskania i utrzymywania odpowiedniej kultury komérkowej i odpowiednich warunkéw badan, wymaganych do
skutecznego przeprowadzenia testu, wykonujac badanie bieglosci laboratorium. Poniewaz wynik testu bezpo-
$rednio zalezy od pracownikéw laboratorium przeprowadzajacych test, procedury te nalezy czeSciowo powtarzal,
jezeli nastapi zmiana personelu laboratorium.

34.  Takie badanie bieglosci zostanie przeprowadzone w takich samych warunkach jak warunki wymienione w pkt
38-40, poprzez narazenie komdrek na 7 zwigkszanych stezefi substangji o silnym, umiarkowanym i stabym dzia-
taniu wywolujacym i hamujacym oraz substancji kontroli ujemnej (zob. tabela 2). Badane substancje chemiczne
obejmuja w szczeg6lnosci forskoling o silnym dziataniu wywolujacym (nr CAS 66575-29-9); prochloraz o silnym
dzialaniu hamujgcym (nr CAS 67747-09-5); atrazyne o umiarkowanym dzialaniu wywoltujacym (nr CAS 1912-
24-9); aminoglutetymid o umiarkowanym dzialaniu hamujgcym (nr CAS 125-84-8); bisfenol A o stabym dzia-
faniu wywolujacym (produkcja E2) i stabym dziataniu hamujgcym (produkcja T) (nr CAS 80-05-7); oraz ludzka
gonadotroping kosméwkowa (hCG) do kontroli ujemnej (nr CAS 9002-61-3), jak przedstawiono w tabeli 2. Dla
wszystkich substancji chemicznych stosuje si¢ oddzielne plytki zgodnie ze schematem przedstawionym w tabeli 6.
Jedng plytke kontroli jakosci (pkt 36-37, tabela 4) nalezy dolaczy¢ do kazdej préby dziennej w odniesieniu do
substancji chemicznych przeznaczonych do oceny bieglosci.

Tabela 2

Substancje chemiczne przeznaczone do oceny bieglosci i stezef narazenia

Substancja chemiczna

przeznaczona do oceny biegtosci Badane stezenia [1M]

Prochloraz 0 (®; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 10

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

36.

37.

Substancja chemiczna

przeznaczona do oceny biegtosci Badane stgzenia [uM]

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

Aminoglutetymid 0(»; 0,03;0,1; 1; 3; 10; 30; 100

Bisfenol A 0 (*; 0,03; 0,1; 1; 3; 10; 30; 100

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

(%) Kontrola (0) rozpuszczalnika (DMSO), 1 pl DMSO/dotek

Podczas badania bieglosci laboratorium poddanie komérek H295R dziataniu substancji chemicznych przeznaczo-
nych do oceny bieglosci nalezy przeprowadzaé przy uzyciu plytek 24-dotkowych. Dawkowanie w odniesieniu do
wszystkich dawek badanych substancji chemicznych wyraza si¢ w pM. Nalezy podawaé dawki w DMSO o
stezeniu 0,1 % v/[v na dotek. Wszystkie badane stezenia nalezy bada¢ z zastosowaniem trzech dotkéw dla kazdego
poziomu stezenia (tabela 6). W odniesieniu do kazdej substancji chemicznej stosuje si¢ oddzielne plytki. Jedng
plytke kontroli jakosci dotgcza si¢ do kazdej préby dzienne;j.

Analize zywotno$ci komérek i analize hormonéw nalezy przeprowadzaé zgodnie z opisem zawartym w
pkt 42-46. Warto$¢ progows (najnizsze stezenie, przy ktorym obserwuje si¢ zmiany, LOEC) i decyzj¢ dotyczaca
klasyfikacji nalezy odnotowac i poréwnaé z warto$ciami przedstawionymi w tabeli 3. Dane uznaje si¢ za dopusz-
czalne, jezeli spelniaja wymogi w zakresie LOEC i klasyfikacji decyzji przedstawione w tabeli 3.

Tabela 3

Warto$ci progowe (LOEC) i klasyfikacje decyzji w odniesieniu do substancji chemicznych przeznaczo-
nych do oceny bieglosci

LOEC [uM] Klasyfikacja decyzji

Nr CAS

T E2 T E2

21.8.2014

Prochloraz

67747-09-5

+ (3) (zahamo-
wanie)

+ (zahamo-
wanie)

Forskolina

66575-29-9

<10

+ (indukgja)

+ (indukgja)

Atrazyna

1912-24-9

100

IN

+ (indukcja)

+ (indukcja)

Aminoglutetymid

125-84-8

IN

100

<100

+ (zahamo-
wanie)

+ (zahamo-
wanie)

Bisfenol A

80-05-7

<10

<10

+ (zahamo-

+ (indukgja)

wanie)

hCG 9002-61-3 Nie dotyczy Nie dotyczy ujemna ujemna

() +, dodatnia

Nie dotyczy: nie dotyczy, poniewaz nie oczekuje si¢ wystapienia zmian po narazeniu na niecytotoksyczne stezenia substancji
kontroli ujemnej.

Plytka kontroli jako$ci

Plytke kontroli jakosci (QC) stosuje si¢ w celu zweryfikowania efektywnosci komoérek H295R w standardowych
warunkach hodowli oraz utworzenia historycznej bazy danych stezen hormonéw w kontrolach rozpuszczalnika,
kontrolach dodatnich i ujemnych, jak réwniez innych pomiaréw kontroli jakosci w czasie:

— efektywnos$¢ komérek H295R nalezy ocenial, stosujac plytke kontroli jakosci dla kazdej nowej partii ATCC
lub po wykorzystaniu uprzednio zamrozonego zapasu komérek po raz pierwszy, chyba ze przeprowadzono
badanie bieglosci laboratorium (pkt 32-34) przy uzyciu tej partii komorek,

— plytka kontroli jakosci pozwala na kompleksowa oceng warunkéw testu (np. zywotnosci komoérek, kontroli
rozpuszczalnika, kontroli ujemnych i dodatnich oraz zmienno$ci w obrgbie testéw i migdzy testami) podczas
badania substancji chemicznych i powinna stanowi¢ czg$¢ kazdej proby badawczej.

Badanie w zakresie kontroli jakosci przeprowadza si¢ przy uzyciu plytki 24-dotkowej i zgodnie z tymi samymi
procedurami dotyczacymi inkubacji, dawkowania, zywotnosci/cytotoksycznosci komorek, ekstrakeji hormonéw i
analizy hormonoéw, ktdre opisano w pkt 38-46 w odniesieniu do badania substancji chemicznych. Plytka kontroli
jakosci zawiera préby Slepe, kontrole rozpuszczalnika oraz dwa stezenia znanej substancji indukcyjnej (forskolineg,
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1, 10 pM) i inhibitora (prochloraz, 0,1, 1 pM) syntezy E2 i T. Ponadto w wybranych dotkach stosuje si¢ MeOH
jako kontrole dodatnig w tescie zywotnosci/cytotoksycznosci. Szczegdlowy opis ukladu plytki przedstawiono w
tabeli 4. Kryteria, ktére nalezy spelni¢ w odniesieniu do plytki kontroli jakosci, wymieniono w tabeli 5. Zaré6wno
w przypadku dolkéw kontroli rozpuszczalnika, jak i dotkéw préby Slepej nalezy spelni¢ wymogi dotyczace mini-
malnej podstawowej produkcji hormonéw w odniesieniu do T i E2.

Tabela 4

Uklad plytki kontroli jakosci do celéw badania efektywnosci nienarazonych komérek H295R i komérek
narazonych na dzialanie znanych inhibitoréw (PRO = prochloraz) i stymulatoréw (FOR = forskolina)
produkgji E2 i T. Po zakonczeniu naraZenia i usunigciu podloza do wszystkich doltkéw zawierajacych

MeOH dodany zostanie 70-procentowy roztwor metanolu, stuzacy jako kontrola dodatnia dla cyctotok-

sycznoSci (zob. test cytotoksycznosci w dodatku III do sprawozdania z walidacji (4))

1 2 3 4 5 6
A | Préba $lepa () | Prébaslepa () | Proba Slepa () | Prdba Slepa () | Préba Slepa () | Préba Slepa (¥)
(+ MeOH) (?) (+ MeOH) (?) (+ MeOH) (?)
B DMSO (9 DMSO (9 DMSO (9 DMSO () DMSO () DMSO (9
1l 1l 1l 1ul 1ul 1l
(+ MeOH) () (+ MeOH) () (+ MeOH) (%)
C| FOR1pM FOR 1 pM FOR 1 pM PROO,1puM | PROO1pM | PROO,1 pM
D FOR 10 pM FOR 10 pM FOR 10 pM PRO 1 yM PRO 1 yM PRO 1 yM
(") Komorki w dotkach préby lepej otrzymuja jedynie podloze (tj. nie otrzymuja rozpuszczalnika).
(*) Metanol (MeOH) zostanie dodany po zakonczeniu narazenia i usunieciu podloza z tych dotkéw.
(9 DMSO kontrola rozpuszczalnika (1 pl/dotek).
Tabela 5
Kryteria efektywnosci w odniesieniu do plytki kontroli jakoSci
T E2
Podstawowa produkcja hormonéw w kontroli > 5-krotno$¢ granicy ozna- > 2,5-krotno$¢ granicy
rozpuszczalnika czalnosci oznaczalnoSci

v

7,5-krotnos¢ kontroli
rozpuszczalnika

> 1,5-krotnoé¢ kontroli

Indukgcja (10 uM forskoliny)
rozpuszczalnika

< 0,5-krotnos¢ kontroli
rozpuszczalnika

< 0,5-krotno$¢ kontroli

Zahamowanie (1uM prochlorazu)
rozpuszczalnika

PROCEDURA NARAZENIA NA SUBSTANCJE CHEMICZNE

38.  Komorki preinkubowane usuwa si¢ z inkubatora (pkt 21) i sprawdza si¢ je pod mikroskopem, aby upewnic sie, ze
sa one w dobrym stanie (faczenie, morfologia), zanim rozpocznie si¢ dawkowanie.

39.  Komorki umieszcza si¢ w szafce zapewniajacej bezpieczenstwo biologiczne, a nastepnie usuwa si¢ podloze wzbo-
gacone 1 zastgpuje si¢ je nowym podlozem wzbogaconym (1 ml/dotek). Do celéw tej metody preferowanym
rozpuszczalnikiem jest DMSO. Jezeli istnieja jednak wzgledy przemawiajace za zastosowaniem innych rozpusz-
czalnikéw, nalezy przedstawi¢ uzasadnienie naukowe. Komoérki naraza si¢ na dzialanie badanej substancji
chemicznej poprzez dodanie 1 pl odpowiedniego roztworu podstawowego w DMSO (zob. dodatek II do sprawo-
zdania z walidacji (4)) na 1 ml podloza wzbogaconego (objetos¢ dotka). Dzigki temu uzyskuje si¢ stezenie
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konicowe w dotkach na poziomie 0,1 % DMSO. Aby zapewni¢ odpowiednie mieszanie, zaleca si¢ zasadniczo
zmieszanie odpowiedniego roztworu podstawowego badanej substancji chemicznej w DMSO z podlozem wzbo-
gaconym celem uzyskania pozadanego stezenia koncowego dla kazdej dawki oraz dodanie mieszaniny do
kazdego dotka natychmiast po usunieciu starego podloza. W przypadku zastosowania tego wariantu nalezy
zachowa¢ jednakowe stezenie DMSO (0,1 %) we wszystkich dotkach. Dolki zawierajace dwa najwigksze stezenia
ocenia si¢ wzrokowo przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego pod katem tworzenia si¢ osadéw lub zmetnienia,
ktore stanowig wskazniki niepelnego rozpuszczenia si¢ badanej substancji chemicznej. W przypadku zaobserwo-
wania takich zjawisk (zmetnienia, tworzenia si¢ osadéw) badaniu poddaje si¢ takze dotki zawierajace kolejne
nizsze stezenia (itd.), a stezenia, ktore nie przeksztalcily sie w pelni w roztwér, nalezy wylaczy¢ z dalszej oceny i
analizy. Plytke ponownie umieszcza si¢ na 48 godzin w inkubatorze w temperaturze 37 °C w warunkach, w
ktorych zawartos¢ CO, w powietrzu wynosi 5 %. Uklad plytki zawierajacej badang substancje chemiczng przed-
stawiono w tabeli 6. Roztwory podstawowe 1-7 przedstawiajg rozmieszczenie rosnacych dawek badanej
substancji chemiczne;.

Tabela 6
Schemat dawkowania przy poddawaniu komérek H295R dzialaniu badanej substancji chemicznej na
plytce 24-dolkowej
1 2 3 4 5 6
A DMSO DMSO DMSO Roztwoér Roztwér Roztwor

podstawowy 4 | podstawowy 4 | podstawowy 4

B Roztwor Roztwor Roztwor Roztwor Roztwoér Roztwor
podstawowy 1 | podstawowy 1 | podstawowy 1 | podstawowy 5 | podstawowy 5 | podstawowy 5

C Roztwor Roztwoér Roztwor Roztwor Roztwoér Roztwor
podstawowy 2 | podstawowy 2 | podstawowy 2 | podstawowy 6 | podstawowy 6 | podstawowy 6

D Roztwoér Roztwor Roztwor Roztwoér Roztwoér Roztwor
podstawowy 3 | podstawowy 3 | podstawowy 3 | podstawowy 7 | podstawowy 7 | podstawowy 7

40. Po uplywie 48 godzin plytki poddane dziataniu substancji chemicznych wyjmuje si¢ z inkubatora i sprawdza si¢
kazdy dolek pod mikroskopem pod katem stanu komoérek (faczenie, morfologia, poziom konfluencji) i oznak
cytotoksycznosci. Podloze z kazdego dotka dzieli si¢ na dwie réwne czeSci (po okoto 490 pl) i umieszcza sie w
dwoch oddzielnych, odpowiednio oznakowanych fiolkach (tj. jeden alikwot jako zapasowa prébka dla kazdego
dotka). Aby zapobiec wysychaniu komoérek, podtoze usuwa si¢ stopniowo, wyjmujac za kazdym razem jeden rzad
lub jedng kolumne, i zastgpuje podlozem stuzacym do testu zywotnosci/cytotoksycznosci komoérek. Jezeli nie
planuje si¢ natychmiastowego pomiaru zywotnosci/cytotoksycznosci komoérek, do kazdego dotka nalezy dodaé
200 pl PBS zawierajacego Ca?* i Mg?*. Podloza zamraza si¢ w temperaturze — 80 °C az do dalszego przetwarzania
celem dokonania analizy stezen hormonéw (zob. pkt 44—46). Podczas gdy T i E2 w podlozu przechowywanym w
temperaturze — 80 °C s3 ogdlnie stabilne przez co najmniej 3 miesigce, stabilno$¢ hormonéw w trakcie przecho-
wywania nalezy dokumentowac w obrebie kazdego laboratorium.

41.  Natychmiast po usunigciu podloza nalezy dokonaé oznaczenia zywotnosci/cytotoksycznosci komoérek dla kazdej
plytki poddawanej dziataniu substancji chemicznej.

Oznaczanie Zywotno$ci komérek

42. W celu okreslenia potencjalnego wplywu badanej substancji chemicznej na zywotno$¢ komérek mozna wyko-
rzysta¢ dowolny test zywotnosci/cytotoksycznosci komoérek. Dany test powinien umozliwi¢ uzyskanie prawdziwej
miary warto$ci procentowej zywotnych komoérek obecnych w dotku lub powinien pozwoli¢ na wykazanie, ze jest
bezposrednio poréwnywalny do (funkgji liniowej) testu Live/Dead® (zob. dodatek III do sprawozdania z walidacji
(4)). Test cytotoksycznoici MTT [bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego] (18) stanowi
alternatywny test, w przypadku ktérego wykazano réwnie skuteczne dzialanie. Ocena zZywotnosci komoérek przy
zastosowaniu powyzszych metod stanowi wzgledny pomiar, ktéry niekoniecznie wskazuje na obecnos¢ liniowych
zaleznodci z bezwzgledng liczbg komérek w dotku. W zwigzku z tym badacz powinien przeprowadzi¢ réwno-
legla, subiektywna oceng¢ wzrokowa kazdego dotka oraz wykonaé cyfrowe zdjecia kontroli rozpuszczalnika i
dwoch najwyzszych stezen niecytotoksycznych i umieici¢ je w archiwum, aby umozliwi¢ pdzniejsza oceng
faktycznej gestosci komérek, jezeli bedzie to wymagane. Jezeli poprzez oceng wzrokowa lub po wykazaniu w
drodze testu Zywotnosci/cytotoksycznosci komorek, wydaje si¢, Ze nastgpuje wzrost liczby komorek, nalezy
dokona¢ weryfikacji tego pozornego wzrostu. Jezeli wzrost liczby komoérek zostanie potwierdzony, nalezy odno-
towaé to w sprawozdaniu z badania. Zywotnos¢ komoérek bedzie wyrazona w stosunku do $redniej reakcji
kontroli rozpuszczalnika, uznanych za komérki w 100 % zywotne i oblicza si¢ ja w sposéb odpowiedni dla stoso-
wanej metody testu zywotnosci/cytotoksyczno$ci. W przypadku testu cytotoksycznosci MTT, mozna zastosowal
nastepujacy wzor:
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% zywotnych komérek = (reakcja w dotku — $rednia reakcja w dotkach, w ktérych podawano MeOH [= 100 %
martwych] — (Srednia reakcja w dotkach zawierajacych kontrole rozpuszczalnika — Srednia reakcja w dotkach, w
ktérych podawano MeOH [= 100 % martwych]

43.  Danych pochodzacych z dotkéw o zywotnosci ponizej 80 % w stosunku do $redniej zywotnosci w kontrolach
rozpuszczalnika (= 100 % zywotnosci) nie nalezy uwzgledniaé w ostatecznej analizie danych. Zahamowanie
steroidogenezy wystepujace w przypadku okolo 20-procentowej cytotoksycznosci nalezy oceniaé w sposéb
ostrozny, aby mie¢ pewno$¢, ze cytotoksyczno$¢ nie byta przyczyng zahamowania.

Analiza hormonéw

44. W kazdym laboratorium mozna stosowa¢ dowolny system pomiaru hormonéw do celéw analizy T i E2. Zapa-
sowe alikwoty podloza z kazdej grupy badanej moga zosta¢ wykorzystane do sporzadzenia rozcieficzen, aby
sprowadzi¢ stezenie do liniowej czeici krzywej wzorcowej. Jak opisano w pkt 29, kazde laboratorium powinno
wykazal zgodno$¢ stosowanego systemu pomiaru hormonéw (np. ELISA, RIA, LC-MS, LC-MS/MS) z kryteriami
kontroli jakosci poprzez dokonanie analizy podloza wzbogaconego uzupelnionego o substancje do wewnegtrznej
kontrolni hormonéw przed przeprowadzeniem préb kontroli jakosci lub testéw substancji chemicznych. W celu
zapewnienia, ze skladniki systemu badan nie zaklécaja pomiaru hormonéw, moze zaj$¢ potrzeba ekstrakcji
hormonéw z podlozy przed dokonaniem ich pomiaru (w celu uzyskania informacji dotyczacych warunkéw, w
ktorych ekstrakcja jest lub nie jest wymaga, zob. pkt 30). Zaleca si¢ przeprowadzenie ekstrakcji zgodnie z proce-
durami przedstawionymi w dodatku III do sprawozdania z walidacji (4).

45.  Jezeli do pomiaru hormonéw wykorzystuje si¢ dostepny na rynku zestaw do przeprowadzania badan, analizy
hormonéw nalezy dokonywac, stosujac si¢ do instrukeji dotaczonych przez producenta zestawu do przeprowa-
dzania badan. Wigkszo$¢ producentéw stosuje swoiste procedury, zgodnie z ktérymi nalezy przeprowadzal
analizy. Rozcieficzenia prébek nalezy dostosowaé w taki sposéb, aby oczekiwane stezenia hormonéw dla kontroli
rozpuszczalnika miescily si¢ w $rodkowej czesci liniowego zakresu krzywej wzorcowej dla pojedynczego testu
(dodatek III do sprawozdania z walidacji (4)). Wartosci znajdujace si¢ poza liniowym zakresem krzywej wzorcowej
nalezy odrzuci¢.

46.  Ostateczne stezenia hormondéw oblicza si¢ w nastepujacy sposéb:

Przyklad:

ekstrahowane: 450 pl podtoza

odtworzone w: 250 pl buforu testowy

rozcienczenie w tescie: 1:10 (aby prébka miescita si¢ w zakresie liniowym krzywej wzorcowej)
stezenie hormonéw w tescie: 150 pg/ml (po dostosowaniu do stgzenia na ml testowanej prébki)
odzysk: 89 %

ostateczne stezenie hormonéw = (stezenie hormondéw (na ml) + odzysk) (wspdtczynnik rozcieficzenia)
ostateczne stezenie hormondéw = (150 pg/ml) + (0,89) x (250 pl/450 pl) x 10 = 936,3 pg/ml

Dobér badanych stezen

47. W ramach testu nalezy przeprowadzi¢ co najmniej dwie niezalezne préby. Jezeli weze$niejsze dane, takie jak infor-
magcje dotyczgce granic rozpuszczalnodci lub cytotoksycznosci, nie stanowig podstawy doboru badanych stezef,
zaleca si¢ rozmieszczenie badanych stezet do celéw proby wstepnej w podzialce logarytmicznej log,, z maksy-
malnym stezeniem w wysokosci 103 M. Jezeli substancja chemiczna jest rozpuszczalna i nie wykazuje wlasci-
wosci cytotoksycznych przy zadnym badanym stezeniu, a wynik pierwszej proby w ramach testu byt ujemny,
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nalezy to potwierdzi¢, przeprowadzajac jeszcze jedng probe w takich samych warunkach, w jakich przeprowa-
dzono pierwsza prébe (tabela 7). Jezeli wyniki pierwszej proby sa niejednoznaczne (tj. zmiana krotnosci jest istotna
statystycznie w przypadku kontroli rozpuszczalnika przy wylacznie jednym stezeniu) lub dodatnia (tj. zmiana
krotnosci przy dwoch lub wigkszej liczbie sgsiadujgcych stezen jest istotna statystycznie), nalezy powtdrzy¢
badanie, jak wskazano w tabeli 7, poprzez dostosowanie wybranych badanych stezen. Badane stgzenia w probie
drugiej i trzeciej (w razie potrzeby) nalezy dostosowaé na podstawie wynikéw préby wstepnej, ograniczajac
stezenia, ktre wywolaly dzialanie, przy zastosowaniu zakresu stezen w wysokosci 1/2-log (np. jezeli wynikiem
pierwotnej préby obejmujacej 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1000 puM byly indukcje przy wartosciach 1 i 10 pM,
w drugiej prébie nalezy uzy¢ badanych stezen w wysokosci 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 pM), chyba ze konieczne
bedzie zastosowanie nizszych stezeni, aby osiaggnaé LOEC. W ostatnim przypadku w drugiej prébie nalezy uzy¢ co
najmniej pieciu stezel ponizej najnizszego stezenia badanego w pierwszej probie, stosujac zakres skale logaryt-
miczng 1/2-log. Jezeli druga préba nie potwierdzi wynikéw uzyskanej w pierwszej probie (tj. nie nastapi istotno$é
statystyczna przy wczesniej badanych stezeniach, ktére osiagnely wynik dodatni + 1 przyrost stezenia), nalezy
przeprowadzi¢ trzecie do§wiadczenie z zastosowaniem pierwotnych warunkéw badania. Niejednoznaczne wyniki
uzyskane w pierwszej probie uznaje si¢ za ujemne, jezeli zaobserwowany wplyw moze zosta¢ potwierdzony w
ktérejkolwiek z kolejnych dwdch préb. Niejednoznaczne wyniki uznaje si¢ za dodatnie reakcje (dodatni wplyw),
jezeli reakcje te moga zostal potwierdzone w co najmniej jeszcze jednej probie i mieszcza si¢ w zakresie + 1
przyrost stezenia (aby uzyska¢ informacje dotyczace procedury interpretacji danych zob. pkt 55).

Tabela 7

Matryca decyzji w odniesieniu do mozliwych scenariuszy wynikéw

Préba 1 Préba 2 Préba 3 Decyzja
Scenariusz Decyzja Scenariusz Decyzja Scenariusz | Wynik dodatni | Wynik ujemny
Wynik ujemny Potwierdzié Wynik Zatrzymad X
V) ujemny
Wynik ujemny Potwierdzi¢ Wynik Dostosowaé Wynik X
) dodatni (®) ujemny
Wynik niejedno- Dostosowac Wynik Potwierdzi¢ Wynik X
znaczny () () ujemny @) yjemny
Wynik niejedno- Dostosowac Wynik Potwierdzi¢ Wynik X
znaczny (9) (®) ujemny ) dodatni
Wynik niejedno- Dostosowac Wynik X
znaczny (9 () dodatni
Wrynik dodatni Dostosowac Wynik Potwierdzi¢ Wynik X
(®) ujemny @) dodatni
Wynik ujemny Potwierdzi¢ Wynik Dostosowaé Wynik X
) dodatni (®) dodatni
Wynik ujemny Dostosowac Wynik Zatrzymad X
(®) dodatni

(%) Nalezy potwierdzi¢ poprzednia prébe, stosujac ten sam schemat badar.

(?) Nalezy powtdrzy¢ test, stosujgc rozklad stezen w skali logarytmicznej 1/2-log (ograniczanie stezenia, ktére w poprzednim
badaniu dato wynik r6znigcy si¢ w znacznym stopniuy).

(9 Zmiana krotnosci przy jednym stezeniu jest istotnie statystycznie rézna od KR.

Kontrola jakosci plytki do badai

48. Poza spelnieniem kryteriow majacych zastosowanie do plytki kontroli jakosci, nalezy spelni¢ réwniez inne
kryteria jakosci, przedstawione w tabeli 8, ktére dotycza dopuszczalnej zmienno$ci miedzy odtwarzanymi
dotkami, odtwarzanych eksperymentéw, liniowosci i czulosci systeméw pomiaru hormonéw, zmiennosci miedzy
odtwarzanymi pomiarami hormonéw w tej samej prébce oraz odzysk wzbogaceri hormonami wyrazony w
procentach po ekstrakcji podloza (w stosownych przypadkach; aby uzyska¢ szczegblowe informacje na temat
wymogéw w zakresie ekstrakcji zob. pkt 30). Dane powinny zawieral si¢ w dopuszczalnych zakresach zdefinio-
wanych w odniesieniu do kazdego parametru, aby mozna je bylo uwzgledni¢ w dalszej ocenie. Jezeli kryteria te
nie zostang spelnione, w arkuszu kalkulacyjnym nalezy odnotowa¢, ze kryteria kontroli jakosci nie zostaly spet-
nione w odniesieniu do danej prébki oraz ze nalezy dokona¢ ponownej analizy tej probki lub usuna¢ jg ze zbioru
danych.
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Tabela 8
Dopuszczalne zakresy lub dopuszczalna zmiennos¢ (%) w odniesieniu do parametréw plytki do badan w teScie
komérek H295R

(LOQ: granica oznaczalnosci systemu pomiaru hormonéw. CV: wspotczynnik zmiennosci; KR: kontrola rozpusz-
czalnika; DPM: liczba rozpadéw na minutg)

Poréwnanie T E2

Podstawowa produkcja hormonéw w kontrolach | Krotno$¢ wyzsza niz LOQ | =z 5-ciokrotna | = 2,5-krotna
rozpuszczalnika

Badanie narazenia — w ramach wspdlczynnika Stezenia bezwzgledne <30% <30 %
zmiennosci plytki w odniesieniu do kontroli
rozpuszczalnika (odtwarzane dotki)

Badanie narazenia — miedzy wspotczynnikiem Zmiana krotnosci <30 % <30 %
zmiennoci plytki w odniesieniu do kontroli
rozpuszczalnika (odtwarzane do$wiadczenia)

System pomiaru hormonéw — czulosé Wykrywalny krotny spadek | = 5-krotna > 2,5-krotna
w stosunku do kontroli
rozpuszczalnika
System pomiaru hormonéw — powtérzony Stezenia bezwzgledne <25% <25%

pomiar wspélczynnika zmiennosci w odnie-
sieniu do kontroli rozpuszczalnika (2)

Ekstrakcja podloza — odzysk standardu Liczba rozpadéw na > 65 % nominalnie
wewnetrznego 3H (w razie potrzeby) minute

(") Odnosi si¢ do powtrzanych pomiardéw tej samej prébki.

ANALIZA DANYCH I SPRAWOZDAWCZOSC

Analiza danych

49.  Aby dokonal oceny wzglednego wzrostu/spadku chemicznie zmienionej produkcji hormonéw, wyniki nalezy
znormalizowaé do Sredniej wartosci KR kazdej plytki do badan, a wyniki wyrazi¢ jako zmiany wzgledem kontroli
rozpuszczalnika w kazdej badanej plytce. Wszystkie dane nalezy wyraza¢ jako §rednia + 1 odchylenie standar-
dowe (SD).

50. W analizie danych nalezy uwzgledni¢ jedynie dane dotyczace hormondéw z dotkéw, w ktdrych cytotoksycznosé
nie przekroczyla poziomu 20 %. Wzgledne zmiany nalezy oblicza¢ w nastepujacy sposéb:

Wzgledna zmiana = (stezenie hormonéw w kazdym dotku) + (Srednie stezenie hormonéw we wszystkich
dotkach kontroli rozpuszczalnika).

51.  Jezeli poprzez kontrole wzrokowsg dotka lub po wykazaniu w drodze testu zywotnosci/cytotoksycznosci komérek
opisanego w pkt 42 wydaje si¢, ze nastgpuje wzrost liczby komorek, nalezy dokona¢ weryfikacji tego pozornego
wzrostu. Jezeli wzrost liczby komoérek zostanie potwierdzony, nalezy odnotowa¢d to w sprawozdaniu z badania.

52.  Przed przeprowadzeniem analizy statystycznej nalezy dokonal oceny zalozen dotyczacych normalnosci i jedno-
rodnosci zmiennosci. Oceny normalnosci nalezy dokonywad, stosujac standardowe wykresy prawdopodobienstwa
lub inng wilasciwg metode statystyczng (np. test Shapiro-Wilka). Jezeli dane (zmiany krotnosci) nie posiadaja
rozkladu normalnego, nalezy dokona¢ préby transformacji danych, aby zblizy¢ je do rozktadu normalnego. Jezeli
dane posiadajg rozklad normalny lub rozklad zblizony do normlanego, nalezy dokonal analizy réznic miedzy
grupami stezen substancji chemicznych i KR, stosujac test parametryczny (np. test Dunnetta), w ktdrym stezenie
jest zmienna niezalezng, a reakga (zmiana krotnosci) jest zmienng zalezna. Jezeli dane nie posiadaja rozkladu
normalnego nalezy zastosowaé odpowiedni test nieparametryczny (np. test Kruskala-Wallisa, test sum rang
Steele’a). Réznice uznaje si¢ za istotne przy wartosci p < 0,05. Statystycznych ocen dokonuje si¢ w oparciu o
$rednie warto$ci dotyczace kazdego dotka, ktdre stanowig niezalezne elementy danych. Oczekuje si¢, ze z uwagi
na znaczne przedzialy miedzy dawkami podczas pierwszej proby (skala logarytmiczna log,,), w wielu przypad-
kach nie bedzie mozliwe okreSlenie wyraznych zwigzkéw stezenie-reakcja, w przypadku ktorych dwie najwigksze
dawki znajdg si¢ w liniowej czesci krzywej sigmoidalnej. W zwigzku z tym, dokonujac pierwszej préby lub przy
zastosowaniu wszelkich innych zbioréw danych, w przypadku ktérych ten warunek zaistnieje (np. w przypadku,
w ktorym nie mozna oszacowa¢ maksymalnego poziomu skutecznosci), stosuje sie statystyke statych zmiennych
typu [, jak opisano powyzej.
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53.  Jezeli w liniowej czesci krzywej znajduje si¢ wigksza liczba elementéw danych niz dwa i w przypadku, gdy mozna
obliczy¢ maksymalne poziomy skutecznosci, czego oczekuje si¢ w odniesieniu do niektérych z drugich préb prze-
prowadzanych przy zastosowaniu pétlogarytmicznej skali przedziatu stezen ekspozycjnych, do obliczenia skutecz-
nych stezen (np.EC50 i EC20) nalezy wykorzysta¢ model probitowy, logitowy lub inny wlasciwy model regresji.

54.  Wyniki nalezy przedstawi¢ w formie graficznej (wykresu stupkowego przedstawiajacego Srednig +/- 1 odchylenie
standardowe) i w formie tabeli (zawierajagcej LOEC/NOEC, kierunek dzialania i sile maksymalnej reakeji, bedacej
czgscig porcji danych dawka-odpowiedz) (przyklad przedstawiono na rys. 3). Oceng danych uznaje si¢ za wazng,
wylacznie jezeli dokonano jej na podstawie co najmniej dwoch niezaleznie przeprowadzonych préb. Uznaje sig,
ze badanie lub préba sg niezalezne, jezeli zostaly przeprowadzone w réznych terminach z zastosowaniem nowego
zestawu roztworéw i kontroli. Zakres stezen, jakiego uzyto w prébach 2 i 3 (w razie potrzeby), moze zostaé
dostosowany na podstawie wynikéw proby 1, aby lepiej zdefiniowal zakres reakcji na dawke zawierajacy LOEC
(zob. pkt 47).

Rysunek 3

Przyklad przedstawienia i oceny danych otrzymanych w trakcie testu H295R w postaci wykresu i tabeli

(Gwiazdkg oznaczono istotne statystycznie roznice zaobserwowane w kontroli rozpuszczalnika (KR) (p < 0,05).
LOEC: najnizsze stezenie, przy ktérym obserwuje si¢ zmiany; maksymalna zmiana: najwyzsza sifa reakcji zaobser-
wowana przy jakimkolwiek stezeniu w stosunku do $redniej reakcji KR (= 1))
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Procedura interpretacji danych

55.  Uznaje sig, ze badana substancja chemiczna daje reakcje dodatnig, jezeli krotno$¢ indukgji statystycznie rézni sig
(p < 0,05) od kontroli rozpuszczalnika w dwoch sgsiadujgcych stezeniach w co najmniej dwoch niezaleznych
prébach (tabela 7). Uznaje si¢, ze badana substancja chemiczna daje reakcjg ujemna po przeprowadzeniu dwéch
ujemnych préb lub w przypadku trzech préb obejmujacych dwie préby ujemne i jedng niejednoznaczng lub
dodatnig probe. Jezeli dane uzyskane podczas trzech niezaleznych badan nie spelniajg kryteriow decyzji wymie-
nione w tabeli 7, wyniki badan nie nadaja si¢ do wykorzystania. Wyniki uzyskane przy stezeniach wykraczajacych
poza granice rozpuszczalnosci lub przy stezeniach cytotoksycznych nie powinny by¢ uwzgledniane w interpretacji
wynikow.

Sprawozdanie z badania

56. Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastepujace informacje:

Placéwka badawcza:

— nazwa placéwki i lokalizacja,
— dane kierownika badan i pozostalych pracownikéw oraz opis ich obowiazkéw w zakresie badan,

— daty rozpoczecia i zakonczenia badan.



21.8.2014

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej L 247/95

Badana substancja chemiczna, odczynniki i substancje kontrolne:

— tozsamo$¢ (nazwa/nr CAS w stosownych przypadkach), Zrédlo, numer partii/serii, czysto§¢, dostawca, wiasci-
wosci badanej substancji chemicznej, odczynnikéw i substancji kontrolnych,

— cechy fizyczne i stosowne wlasciwosci fizykochemiczne badanej substancji chemicznej,

— opis warunkéw przechowywania oraz metody i czestotliwosci przygotowywania badanych substancji chemicz-
nych, odczynnikéw i substancji kontrolnych,

— stabilno$¢ badanej substancji chemicznej.

Komdrki:
— zrédlo i rodzaj komoérek,
— liczbg pasazy komorek (identyfikator pasazu komorek) uzywanych w badaniu,

— opis procedur stosowanych do utrzymywania kultur komérkowych.

Wymogi przed rozpoczgciem badari (w stosownych przypadkach):

— opis i wyniki badania interferencji chemicznego testu hormondw,
— opis i wyniki pomiaréw efektywnosci ekstrakcji hormondw,
— krzywa wzorcowy i krzywa kalibracyjng dla wszystkich przeprowadzanych testéw analitycznych,

— granice oznaczalno$ci wybranych testéw analitycznych.

Warunki badafi:

— sklad podlozy,

— stezenie badanej substancji chemicznej,

— gesto§¢ komérek (szacowane lub mierzone stezenia komoérek w 24 i 48 godzinie),

— rozpuszczalno§¢ badanej substancji chemicznej (granica rozpuszczalnosci, jezeli zostata okreslona),

— czas inkubagji 1 warunki inkubacji.

Wyniki badan:

— nieprzetworzone dane w odniesieniu do kazdego dotka kontroli i badanych substancji chemicznych — kazdy
powtérzony pomiar w postaci danych pierwotnych uzyskanych za pomocg narzedzi do pomiaru produkcji
hormonéw (np. gestosci optycznej, jednostek fluorescencji, liczby rozkladéw na minute itd.),

— walidacje normalnoéci lub uzasadnienie transformacji danych,

— $rednie poziomy reakcji +/- 1 odchylenie standardowe w odniesieniu do kazdego dotka, w ktérym dokonuje
si¢ pomiaru,

— dane dotyczace cytotoksycznosci (badane stezenia, ktére spowodowaly cytotoksycznosé),
— potwierdzenie, ze spelniono kryteria kontroli jakosci,
— wzgledna zmiana w stosunku do kontroli rozpuszczalnika skorygowana o cytotoksycznos¢,

— wykres stupkowy przedstawiajacy wzgledne zmiany (zmiany krotnosci) przy kazdym stezeniu, odchylenie
standardowe oraz istotno$¢ statystyczna, co oméwiono w pkt 49-54.

Interpretacja danych:

— nalezy zastosowa¢ procedure interpretacji danych do wynikéw i oméwic ustalenia.

Oméwienie ustalen:

— czy wyniki badania wskazujg na jakiekolwiek mozliwosci, Ze na dane na temat T/E2 mogly wplyna¢ posrednie
oddzialywania na szlak gluko- i minaralokortykoidowy?

Whioski
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Dodatek

DEFINICJE:
Konfluencja odnosi sie do stopnia pokrycia lub rozrostu, na jaki pozwala sie komérkom w podtozu.
Substancja chemiczna oznacza substancje lub mieszanine.

CV odnosi si¢ do wspdtczynnika zmiennosci i oznacza stosunek odchylenia standardowego rozkladu do jego $redniej
arytmetycznej.

CYP oznacza monooksygenazy cytochromu P450, rodzing genéw i enzyméw z nich produkowanych, ktére uczestnicza
w katalizie szeregu réznych reakgji biochemicznych, w tym w syntezie i metabolizmie hormonéw sterydowych.

DPM oznacza liczb¢ rozpadéw na minute. Jest to liczba atoméw w danej ilosci materiatu radioaktywnego, ktéra ulegla
rozpadowi w ciagu jednej minuty.

E2 to 17p-estradiol, najwazniejszy estrogen w ukfadach u ssakéw.

Komoérki H295R sg ludzkimi komoérkami raka nadnercza, ktére posiadajg wlasciwosci fizjologiczne strefowo niezrdzni-
cowanych komérek nadnercza ludzkiego plodu i ktére wydzielajg wszystkie enzymy szlaku steroidogenezy. Mozna je
otrzyma¢ z amerykanskiego zbioru typéw kultur (ATCC).

Podloze do zamrazania uzywane jest do zamrazania i przechowywania zamrozonych komérek. Podloze to zawiera
podloze wyjSciowe oraz BD NuSerum i sulfotlenek dimetylu.

Zakres liniowy oznacza zakres w ramach krzywej wzorcowej w odniesieniu do systemu do pomiaru hormonéw, w
ktérym wyniki sa proporcjonalne do stezenia analitu obecnego w prdbce.

LOQ oznacza granice oznaczalnodci i stanowi najnizszg ilo§¢ substancji chemicznej, jaka mozna odrézni¢ od braku tej
substancji (warto$¢ $lepej préby) przy okreslonej granicy ufnosci. Do celéw omawianej metody granice oznaczalnosci
zazwyczaj definiuje producent systeméw badan, jezeli nie jest ona okreslona w inny sposéb.

LOEC oznacza najnizsze stezenie, przy ktérym obserwuje si¢ zmiany, czyli najnizsze stezenie, przy ktérym reakcja w
tescie jest statystycznie rézna w poréwnaniu z kontrolg rozpuszczalnika.

NOEC oznacza najwyzsze stezenie, przy ktorym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian, czyli najwyzsze badane stezenie,
jezeli test nie daje reakcji dodatniej.

Pasaz oznacza ilo$¢ podziatéw komoérek po inicjacji kultury z zamrozonego zapasu. Wstepnemu pasazowi, ktéry prze-
prowadzono z zamrozonego zapasu, przypisuje si¢ warto$¢ jeden (1). Komorki, ktére zostaly podzielone jednokrotnie,
oznacza si¢ jako pasaz 2 itd.

PBS oznacza roztwoér chlorku sodu buforowany fosforanami metodg Dulbecco.
Kontrola jako$ci, oznaczana skrétem QC, odnosi sie do pomiaréw niezbednych do zapewnienia waznosci danych.

Plytka kontroli jakoSci jest plytka 24-dotkowa zawierajacg dwa stezenia substancji kontroli dodatniej i ujemnej do
celéow monitorowania efektywnosci nowej partii komoérek lub do celéw zapewniania kontroli dodatniej na potrzeby testu
podczas badania substancji chemicznych.

Préba jest niezaleznym badaniem, w ktérym wykorzystuje si¢ nowy zestaw roztworéw i kontroli.

Podloze wyjSciowe stanowi podstawe do przygotowania innych odczynnikéw. Podloze to zawiera mieszaning pozywki
Dulbecco’s zmodyfikowanego podloza Eagle’a i podloza odzywczego Hama F-12 w stosunku 1:1 w 15 mM bufora
HEPES, niezawierajgcego czerwieni fenolowej ani wodoroweglanu sodu. Wodoroweglan sodu dodaje si¢ jako bufor, zob.
dodatek 1T do sprawozdania z walidacji (4).

Podloze wzbogacone zawiera podloze wyjsciowe oraz BD Nu-Serum i najwyzszej jakoSci mieszaning ITS+, zob.
dodatek II do sprawozdania z walidacji (4).

Steroidogeneza jest syntetycznym szlakiem prowadzacym od cholesterolu do réznych hormondéw sterydowych.
Niektére potprodukty na szlaku syntezy sterydéw, takie jak progesteron i testosteron, same w sobie s3 waznymi hormo-
nami, ale odgrywaja rowniez role prekursoréw dla hormonéw powstajacych na dalszych etapach szlaku syntezy.

T oznacza testosteron, jeden z dwoch najwazniejszych androgenéw w ukladach ssakéw.
Badana substancja chemiczna oznacza kazda substancje lub mieszaning badang za pomocg opisywanej metody badaw-
czej.

Plytka do badan jest plytka, na ktérej komoérki H295R poddawane sa dzialaniu badanych substancji chemicznych.
Plytki do badan zawierajg kontrole rozpuszczalnika i badang substancje chemiczne w siedmiu poziomach stezenia po
trzy plytki dla kazdego stezenia.

Trypsyna 1X jest rozcieficzonym roztworem trypsyny, enzymu nalezacego do proteaz serynowych wytwarzanych przez
trzustke, stosowanym do oddzielania komérek od plytki do hodowli komérek, zob. dodatek 11T do sprawozdania z wali-

dagji (4).
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B.58. BADANIE MUTACJI GENOWE] KOMOREK SOMATYCZNYCH I GERMINALNYCH U GRYZONI TRANSGENICZ-
NYCH

WPROWADZENIE

1. Niniejsza metoda badawcza jest zgodna z dotyczaca badan wytyczng OECD nr 488 (2013 r.). W Unii Europejskiej
dostepne s3 metody badawcze dla prowadzenia szerokiego zakresu badan mutacji in vitro, za pomocg ktérych
mozna wykry¢ mutacje chromosomowe lub genowe. Istniejg metody badawcze w odniesieniu do punktéw konco-
wych in vivo (tj. aberracja chromosomowa i nieregularna synteza DNA). Za pomoca tych metod nie mierzy si¢
jednak mutacji genowych. Badania mutacji u gryzoni transgenicznych spelniaja zapotrzebowanie na praktyczne i
powszechnie dostepne badania in vivo w kierunku mutacji genowych.

2. Badania mutacji u gryzoni transgenicznych zostaly poddane szczegétowej analizie (24)(33). Badania te przepro-
wadza si¢ na szczurach i myszach transgenicznych, ktére posiadajg wiele kopii zintegrowanych w chromosomie
wahadlowych wektoréw fagowych lub plazmidowych. Transgeny zawierajg geny reporterowe w celu wykrycia
réznych rodzajéw mutacji wywolanych in vivo przez badane substancje chemiczne.

3. Mutagje zachodzace u gryzonia ocenia si¢ punktowo, odzyskujac transgen i analizujac fenotyp genu reportero-
wego u gospodarza bakteryjnego bez genu reporterowego. Za pomoca badafi mutacji u gryzoni transgenicznych
mierzy si¢ mutacje wywolane w genetycznie neutralnych genach pozyskiwanych praktycznie z dowolnej tkanki
gryzonia. Dzigki przedmiotowym badaniom pokonuje si¢ zatem wiele istniejacych ograniczen zwigzanych z bada-
niem mutacji genowej in vivo gendéw endogennych (np. ograniczona liczba tkanek nadajacych si¢ do analizy,
dodatnia/ujemna selekcja wzgledem mutacji).

4. Z wagi dowodéw wynika, Ze transgeny reaguja na mutageny podobnie jak geny endogenne, szczegélnie jezeli
chodzi o wykrywanie substytucji par zasad, mutacji zwigzanych ze zmiang fazy odczytu, a takze niewielkich
delecji 1 insercji (24).

5. W ramach migdzynarodowych warsztatéw z badan genotoksycznych (International Workshops on Genotoxicity
Testing) zatwierdzono wlaczenie badan mutacji genowych u gryzoni transgenicznych w kierunku wykrycia
mutacji genowych in vivo, a takze zalecono protokdt ich wdrozenia (15)(29). Opisywana metoda badawcza opiera
sie na wyzej wspomnianych zaleceniach. Dalsza analiz¢ uzasadniajaca stosowanie protokolu przedstawiono w
(16).

6.  Oczekuje si¢, ze w przysztosci bedzie mozliwe laczenie badania mutacji genowych u gryzoni transgenicznych z
badaniem toksycznosci dawki powtérzonej (rozdzial B.7 niniejszego zalacznika). Potrzebne sg jednak dane, aby
mie¢ pewno$¢, ze czulo§¢ badania mutacji genowych u gryzoni transgenicznych nie jest zaklécona przez krétszy
jednodniowy okres czasu miedzy zakoficzeniem podawania i czasem pobierania prébek, co ma miejsce w badaniu
toksycznoséci dawki powtdrzonej, w poréwnaniu z 3-dniowym okresem w badaniach mutacji genowych u gryzoni
transgenicznych. Niezbedne sg réwniez dane wskazujace, Ze zastosowanie szczepu gryzoni transgenicznych
zamiast tradycyjnych szczepdéw gryzoni nie bedzie mialo negatywnego wplywu na efektywnos¢ badania toksycz-
nosci dawki powtérzonej. Przedmiotowa metoda badawcza zastanie zaktualizowania w momencie, w kt6rym
dostepne beda wyzej wskazane dane.

7. Definicje kluczowych terminéw podano w dodatku.
USTALENIA WSTEPNE
8. Badania mutacji genowej u gryzoni transgenicznych, w odniesieniu do kt6rych dostepne sg wystarczajace dane na

poparcie ich zastosowanie w opisywanej metodzie badawczej, to: myszy z wprowadzonym bakteriofagiem zawie-
rajacym gen lacZ (Muta™Mouse); mysz z plazmidem zawierajgcym gen lacZ; myszy i szczury gpt delta (gpt i Spi);
myszy i szczury z wprowadzonym genem lacl (Big Blue®), wykonywane w warunkach standardowych. Ponadto
do oceny mutacji w modelach Big Blue® i Muta™Mouse mozna stosowac badanie selekcji dodatniej cIl. Mutage-
nez¢ w modelach gryzoni transgenicznych zazwyczaj ocenia si¢ jako czesto$¢ wystgpowania mutacji; w razie
potrzeby dodatkowe informacje mozna jednak uzyskaé, dokonujac analizy molekularnej mutacji (zob. pkt 24).

9.  Takie badania mutacji genowej in vivo u gryzoni majg szczegélne znaczenie w odniesieniu do oceny zagrozenia
mutagennego, poniewaz reakcje uzyskane w badaniu zaleza od metabolizmu in vivo, farmakokinetyki, procesow
naprawy DNA, oraz awaryjnego mechanzmu syntezy DNA, chociaz mogg one r6zni¢ si¢ od siebie w zaleznosci
od gatunku, tkanek oraz rodzajéw uszkodzenia DNA. Badanie in vivo w kierunku mutacji genowych jest réwniez
uzyteczne w odniesieniu do dalszych badan skutkéw mutagennych wykrytych w systemie in vitro oraz do dalszych
dziatan w zwigzku z wynikami badan z wykorzystaniem innych punktéw koncowych w badaniu in vivo (24).
Oprécz zwigzku przyczynowego z wywolywaniem nowotworéw mutacja genowa stanowi istotny punkt koncowy
przy przewidywaniu nienowotworowych choréb powstalych wskutek mutacji w tkankach somatycznych (12)(13)
oraz chor6b przekazywanych w linii germinalnej.
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10.  Przeprowadzenie badania mutacji genowej u gryzoni transgenicznych nie jest wlasciwe, jezeli istnieja dowody, ze
badana substancja chemiczna, lub istotny metabolit, nie dotrze do badanych tkanek.

ZASADA BADANIA

11. W badaniach opisanych w pkt 8 gen docelowy jest pochodzenia bakteryjnego lub bakteriofagowego, a odzyskanie
z genomowego DNA gryzonia polega na wprowadzeniu transgenu do wahadlowego wektora fagowego lub plaz-
midowego \. Procedura obejmuje ekstrakcje genomowego DNA z badanej tkanki gryzonia, przetworzenie in vitro
genomowego DNA (tj. pakowanie wektoréw \ lub ligacja i elektroporacja plazmidéw w celu odzyskania wektora
wahadlowego), a nastepnie wykrycie mutacji u gospodarzy bakteryjnych w odpowiednich warunkach. W badaniu
stosuje si¢ transgeny neutralne, ktére tatwo odzyska¢ z wigkszosci tkanek.

12.  Podstawowe do$wiadczenie z zakresu mutacji genowej u gryzoni transgenicznych polega na podawaniu gryzo-
niowi substancji chemicznej przez okreSlony czas. Substancje chemiczne mozna podawaé kazda odpowiednig
droga, w tym poprzez implantacje (np. badanie wyrobéw medycznych). Laczny okres podawania dawki zwie-
rzeciu jest zwany okresem podawania. Po podaniu nastepuje zazwyczaj okres poprzedzajacy uSmiercenie, podczas
ktérego nie podaje si¢ substancji chemicznej, a nienaprawione uszkodzenia DNA zostaja utrwalone w postaci
stabilnych mutacji. W literaturze okres ten wystepuje pod réznymi nazwami, tj. czasu manifestacji, czasu utrwa-
lenia lub czasu ekspresji; okres ten koficzy si¢ pobraniem prébek (15)(29). Po uSmierceniu zwierzecia genomowe
DNA zostaje wyizolowane z badanej tkanki lub tkanek i oczyszczone.

13.  Dane dotyczace pojedynczej tkanki kazdego zwierzecia z wielu pakietéw/ligacji sa zazwyczaj zagregowane, a czgs-
to$¢ wystepowania mutacji zazwyczaj ocenia si¢, stosujac facznie 105-108 jednostek tworzacych tysinki lub jedno-
stek tworzacych kolonig. Stosujac metode selekcji dodatniej, catkowitg liczbe jednostek tworzacych tysinki okresla
si¢ za pomoca oddzielnego zestawu plytek z podlozem nieselektywnym.

14.  Opracowano metody selekcji dodatniej, aby ulatwi¢ wykrywanie mutacji zaréwno w genie gpt [mysz i szczur gpt
delta, fenotyp gpt (20)(22)(28)], jak i genie lacZ [Muta™Mouse lub mysz z plazmidem zawierajacym gen lacZ (3)
(10)(11)(30)]. Natomiast mutacje genu lacl u zwierzat Big Blue® sg wykrywane metodg nieselektywna, za pomoca
ktérej mutacje identyfikuje si¢ dzigki tworzeniu zabarwionych (na niebiesko) lysinek. Metode selekcji dodatniej
stosuje si¢ rowniez do wykrywania mutacji punktowych powstajacych w genie cII wahadlowego wektora bakterio-
faga N [mysz lub szczur Big Blue® oraz Muta™Mouse (17)] oraz delecji w genach A red i gam [selekcja Spi - u
myszy i szczura gpt delta (21)(22)(28)]. Czgsto$¢ wystepowania mutacji oblicza si¢, dzielac liczbe lysinek/plaz-
midéw zawierajacych mutacje w transgenie przez calkowitg liczbe lysinek/plazmidéw uzyskanych z tej samej
probki DNA. W badaniach mutacji genowej u gryzoni transgenicznych zglaszanym parametrem jest czestos§é
wystepowania mutacji. Ponadto czesto$¢ wystepowania mutacji mozna okreslaé jako frakcje komoérek, w ktérych
zachodza niezalezne mutacje. Wykonanie tego obliczenia wymaga korekty o ekspansje klonalng w drodze

sekwencjonowania pod katem uzyskanych mutacji (24).

15. Mutagje zliczane w badaniach mutacji punktowej genéw lacl, lacZ, cIl i gpt obejmujg gtéwnie substytucje par
zasad, mutacje spowodowane zmianami fazy odczytu oraz niewielkie insercje/delecje. Wzgledny udzial tych
rodzajow mutacji wéréd mutacji spontanicznych przypomina mutacje obserwowane w przypadku genu endogen-
nego Hprt. Duze delecje wykrywa si¢ wylacznie stosujac selekcje Spi — oraz badanie przy uzyciu plazmidéw zawie-
rajacych gen lacZ (24). Badanymi mutacjami s3 mutacje in vivo powstajace u myszy lub szczura. Mutacje w bada-
niach in vitro i ex vivo, ktére moga powstawaé podczas uzyskiwania fagéw/plazmidéw, replikacji lub naprawy,
wystepuja stosunkowo rzadko, a w niektérych systemach mozna je wyraznie zidentyfikowaé lub wykluczy¢ za
pomocg systemu gospodarza bakteryjnego/selekcji dodatniej.

OPIS METODY BADAWCZE]

Przygotowania

Wybdr gatunkdéw zwierzgt

16.  Obecnie dostepne sa liczne modele wykrywania mutacji genowej u myszy transgenicznych, ktdre to systemy sg
powszechniej stosowane niz modele szczuréw transgenicznych. Jezeli szczur jest zdecydowanie bardziej odpo-
wiednim modelem niz mysz (np. w badaniu mechanizmu karcynogenezy dla guzéw obserwowanych jedynie u
szczurdéw; do celéw korelacji z badaniem toksyczno$ci u szczurdw; lub jezeli wiadomo, ze metabolizm u
szczur6w jest bardziej reprezentatywny dla metabolizmu u ludzi), nalezy rozwazy¢ wykorzystanie modeli
szczuréw transgenicznych.
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Warunki trzymania i zywienia

17.  Temperatura w pomieszczeniu ze zwierzetami do§wiadczalnymi powinna wynosi¢ 22 °C (¢ 3 °C). Chociaz wilgot-
no$¢ wzgledna powinna wynosi¢ co najmniej 30 % i pozadane jest, zeby nie przekraczala 70 % poza czasem
czyszczenia pomieszczenia, celem powinno by¢ utrzymywanie jej na poziomie 50-60 %. O$wietlenie powinno
by¢ sztuczne, w cyklu dziennym 12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci. Do zywienia mozna stosowaé konwen-
cjonalne pasze laboratoryjne z nieograniczonym dostepem do wody pitnej. Wybér paszy moze zaleze¢ od
potrzeby zapewnienia odpowiedniej domieszki badanej substancji chemicznej przy podawaniu jej ta drogg. Zwie-
rzeta nalezy trzymaé w malych grupach (nie wigcej niz pig¢ zwierzat) tej samej pici, jezeli nie oczekuje si¢ agre-
sywnego zachowania. Jezeli ma to naukowe uzasadnienie, zwierzeta moga by¢ trzymane oddzielnie.

Przygotowanie zwierzgt

18.  Zdrowe, mlode, dojrzale plciowo doroste zwierzeta (w wieku 8-12 tygodni na poczatku badania) sg losowo przy-
dzielane do grup kontrolnych i badanych. Zwierzeta sg identyfikowane jednoznacznie. Zwierzeta sa aklimatyzo-
wane do warunkéw laboratoryjnych co najmniej przez pig¢ dni. Klatki powinny by¢ ustawione w taki sposéb,
zeby zminimalizowa¢ mozliwy wplyw polozenia klatki. W momencie rozpoczecia badania réznice w masie ciala
zwierzat powinny by¢ minimalne oraz nie powinny przekracza¢ * 20 % $redniej masy dla kazdej plci.

Przygotowanie dawek

19.  Stale badane substancje chemiczne powinny zostaé rozpuszczone lub zawieszone w odpowiednich rozpuszczalni-
kach lub nosnikach lub domieszane do paszy lub wody pitnej przed podaniem dawki zwierz¢tom. Plynne badane
substancje chemiczne moga by¢ dawkowane bezposrednio lub moga zostaé rozcieficzone przed dawkowaniem.
W przypadku inhalacji badane substancje chemiczne mozna podawaé w postaci gazu, pary lub stalych/ciektych
aerozoli, w zalezno$ci od ich wlasciwosci fizyczno-chemicznych. Powinny zostaé wykorzystane §wieze preparaty
badanej substancji chemicznej, chyba ze dane dotyczace stabilnosci wykazuja dopuszczalno$é skladowania.

Warunki badawcze
Rozpuszczalnik/nosnik

20. Rozpuszczalnik/no$nik nie powinien wywolywaé skutkéow toksycznych przy wykorzystywanych objetoSciach
dawki oraz nie powinien reagowaé chemicznie z badang substancja chemiczng. Jesli inne niz dobrze znane
rozpuszczalnikino$niki sa wykorzystywane, ich wlaczenie do badania powinno by¢ poparte danymi wskazuja-
cymi ich zgodno$¢. Zaleca sig, o ile to mozliwe, aby w pierwszej kolejnosci rozwazone zostalo wykorzystanie
wodnych rozpuszczalnikéw/nodnikow.

Kontrole dodatnie

21.  Na ogd6l nalezy prowadzi¢ réwnolegla grupe zwierzat na potrzeby kontrolni dodatniej. W przypadku laborato-
riéw, ktdre wykazaly kompetencje (zob. pkt 23) i ktére regularnie wykonujg przedmiotowe badania, do kazdego
badania mozna jednak wlaczy¢ DNA zwierzat stanowigcych wezesniejsza kontrole dodatnia, aby potwierdzié
sukces metody. Takie DNA pochodzace z wezesniejszych doswiadczen nalezy uzyskaé od tego samego gatunku
oraz z tej samej badanej tkanki i odpowiednio przechowywac (zob. pkt 36). Prowadzac réwnolegla kontrole
dodatnig, nie trzeba stosowac tej samej drogi podawania, co w przypadku grupy badanej substancji chemicznej.
Musi by¢ jednak wiadomo, ze kontrole dodatnie wywotuja mutacje w co najmniej jednej badanej tkance w odnie-
sieniu do grupy badanej substancji chemicznej. Dawki substancji chemicznych na potrzeby kontroli dodatnich
nalezy dobiera¢ tak, aby dawaly stabe lub umiarkowane efekty, ktore umozliwiaja krytyczng oceng efektywnosci i
czulodci badania. W tabeli 1 przedstawiono przykladowe substancje stosowane do kontroli dodatnich i niektére
ich tkanki docelowe.

Tabela 1

Przykladowe substancje na potrzeby kontroli dodatnich i niektére ich tkanki docelowe

. . Docelowa tkanka, w ktérej ma dojé¢ do
Substancje chemiczne na

potrzeby kontroli Na?rv?zlgggsc Si Wiasciwosci mutagji
dodatnich i nr CAS S
ZCZUr Mysz
N-etylo-N-nitrozo- N-etylo-N-nitrozo- Mutagen o dzialaniu Watroba, Szpik kostny, okreznica,
mocznik mocznik bezposrednim pluco nabtonek okreznicy,
[Nr CAS 759-73-9] [212-072-2] jelito, watroba, ptuco,

$ledziona, nerka,
komoérki ziarniste
jajnikow, meskie
komoérki germinalne
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Substancie chemiczne na Docelowa tkanka, w ktdrej ma doj$¢ do
ubstanc) . Nazwa EINECS i A mutacji
potrzeby kontroli EINECS Wiasciwosci
dodatnich i nr CAS nr S
zczur Mysz

Karbaminian etylu | Uretan Mutagen, wymaga Szpik kostny, przedzo-

(uretan) [200-123-1] metabolizmu, jednak Tadek, jelito cienkie,

[Nr CAS 51-79-6] daje jedynie stabe watroba, pluco,

efekty Sledziona
2,4-diaminotoluen 4-metylo-m-fenyleno- | Mutagen, wymaga Watroba | Watroba

[nr CAS 95-80-7] diamina metabolizmu, dodatni

[202-453-1] réwniez w badaniu
Spi-

Benzo[a]piren Benzo[def]chryzen Mutagen, wymaga Watroba, | Szpik kostny, piers,

[nr CAS 50-32-8] [200-028-5] metabolizmu sie¢ okreznica, przedzo-
fadek, zotadek gruczo-
towy, serce, watroba,
ptuco, meskie komorki
germinalne

Kontrole ujemne

22, Ujemne kontrole, poddane dzialaniu samego rozpuszczalnika lub nos$nika, a poza tym traktowane w ten sam
spos6b co grupy poddane dziataniu substancji, powinny zosta¢ uwzglednione w kazdym pobieraniu prébek. Jezeli
nie istniejg historyczne lub opublikowane dane wykazujace, ze wybrany rozpuszczalnik/noénik nie wywoluje
zadnych szkodliwych lub mutagennych skutkéw, grupy kontrolne niepoddane dzialaniu substancji powinny zostaé
réwniez uwzglednione w kazdym okresie pobierania probek w celu ustalenia dopuszczalnosci grupy kontrolnej
nos$nika.

Weryfikacja biegtosci laboratorium

23.  Kompetencje w zakresie przedmiotowych badafi ustala si¢, wykazujac zdolno$¢ do odtworzenia oczekiwanych
wynikéw z opublikowanych danych (24) dla: 1) czestosci wystepowania mutacji przy zastosowaniu substancji
chemicznych jako kontroli dodatnich (w tym reakcje stabe), takich jak te wymienione w tabeli 1, substancji innych
niz mutageny oraz grup kontrolnych no$nika; oraz 2) odzyskania transgenu z genomowego DNA (np. wydajno$¢
pakowania).

Sekwencjonowanie mutacji

24. W przypadku zastosowan normatywnych sekwencjonowanie DNA mutacji nie jest wymagane, szczegblnie w
przypadku uzyskania wyraznego wyniku dodatniego lub ujemnego. Dane sekwencjonowania mogg jednak by¢
przydatne, jezeli odnotowuje si¢ duze zréznicowanie indywidualne. W takich przypadkach mozna zastosowad
sekwencjonowanie w celu wykluczenia mozliwosci wystapienia kumulacji (ang. jackpots) lub klonowania poprzez
identyfikacje odsetka unikalnych mutacji w okreslonej tkance. Sekwencjonowanie okoto 10 mutacji na tkanke na
zwierz¢ powinno wystarczy¢ do prostego okreSlenia, czy mutacje klonalne wplywaja na czgstos¢ wystgpowania
mutacji. Wysekwencjonowanie az 25 mutacji moze by¢ niezbedne do dokonania matematycznej korekty czestosci
wystepowania mutacji pod katem klonalnosci. Sekwencjonowania mutacji mozna réwniez rozwazy¢ w przypadku
wykrycia niewielkich wzrostéw czestosci wystepowania mutacji (tj. wartosci nieco przewyzszajacych wartosci
uzyskane w grupie kontrolnej niepoddanej dzialaniu substancji). Réznice w spektrum mutacji migdzy hodowlami
zmutowanych komorek zwierzat poddanych dzialaniu substancji i zwierzat niepoddanych dzialaniu substancji
moga potwierdza¢ skutki mutagenne (29). Ponadto spektra mutacji moga by¢ przydatne przy formulowaniu
hipotez mechanistycznych. Jezeli sekwencjonowanie ma zosta¢ uwzglednione w protokole badania, nalezy
zachowal szczeglng uwage przy tworzeniu projektu takich badaf, w szczegdlnosci w odniesieniu do liczby
zmutowanych komérek podczas sekwencjonowania jednej probki, aby uzyskaé odpowiednia moc zgodnie z
zastosowanym modelem statystycznym (zob. pkt 43).

PROCEDURA

Liczba i ple¢ zwierzat

25.  Nalezy wczesniej ustali¢ catkowity liczbe zwierzat w grupie tak, aby byla wystarczajaca do uzyskania statystycznej
mocy testu niezbednej do wykrycia co najmniej podwojenia czestosci wystgpowania mutacji. Grupa powinna
skfadad si¢ z co najmniej pieciu zwierzat. Jezeli jednak moc testu jest niewystarczajaca, nalezy odpowiednio zwigk-
szy¢ liczbe zwierzat. Zasadniczo nalezy wykorzystywaé samce zwierzat. Moze zdarzy¢ sig, ze badania samych
samic byloby uzasadnione, przykladowo w przypadku testowania lekéw dla ludzi przeznaczonych dla kobiet lub
badania metabolizmu kobiet. Jezeli zachodza znaczne rdéznice miedzy plciami pod wzgledem toksycznosci lub
metabolizmu, nalezy wykorzysta¢ zaréwno samce, jak i samice.
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Okres podawania

26. Na podstawie obserwacji, zgodnie z ktérymi z kazdym poddawaniem dziataniu substancji zachodzi akumulacja
mutacji, niezbedny jest schemat powtarzanego dawkowania, obejmujacy podawanie substancji badanej codziennie
przez okres 28 dni. Powszechnie uznaje si¢ to za dopuszczalne zaréwno pod wzgledem uzyskania wystarczajacej
akumulacji mutacji wywolanych stabymi mutagenami, jak i pod wzgledem uzyskania czasu ekspozycji odpowied-
niego do wykrycia mutacji w narzadach, ktérych proliferacja tkanek zachodzi powoli. W przypadku niekt6rych
ocen odpowiednie moze by¢ zastosowanie alternatywnych schematéw podawania substancji, ktére nalezy
naukowo uzasadni¢ w protokole. Poddawanie dzialaniu substancji nie powinno trwaé krécej niz czas wymagany
do calkowitego indukowania wszystkich odpowiednich enzyméw metabolicznych. Poddawanie dzialaniu
substancji przez krétszy czas moze wymagaé zastosowania wielokrotnego pobierania prébek, odpowiedniego dla
narzadéw o réznym tempie proliferacji tkanek. W kazdym przypadku, uzasadniajac protokét, nalezy przestawié
wszystkie dostepne informacje (np. dotyczace toksycznosci ogdlnej lub metabolizmu i farmakokinetyki), szcze-
gélnie w przypadku odejscia od powyzszych standardowych zalecen. Czas poddawania dzialaniu substancji
dluzszy niz 8 tygodni nalezy dokladnie wyjasni¢ i uzasadnié, poniewaz moze to réwniez powodowaé wyrazny
wzrost czestosci wystepowania mutacji w drodze ekspansji klonalnej (29), chociaz moze zwigkszy¢ czulosé
badania.

Poziomy dawek

27.  Poziomy dawek powinny opiera¢ si¢ na wynikach badania stuzgcego wyznaczeniu zakreséw dawki, w ramach
ktérego dokonuje si¢ pomiaru ogdlnej toksycznosci, przeprowadzonego ta samg droga ekspozycji, lub na wyni-
kach wczesniej istniejacych badan toksycznosci podostrej. Do wyznaczenia zakreséw dawki mozna wykorzystaé
zwierzeta nietransgeniczne nalezace do tego samego szczepu gryzoni. W ramach gléwnego badania, w celu uzys-
kania informacji dotyczacych zaleznosci dawka-odpowiedz, catkowite badanie powinno obejmowaé kontrole
ujemng (zob. pkt 22) i co najmniej trzy poziomy dawek podawanych w odpowiednich odstepach, z wyjatkiem
przypadkéw zastosowania dawki granicznej (zob. pkt 28). Najwyzsza dawka powinna by¢ najwyzsza tolerowana
dawka. Najwyzsza tolerowana dawka jest okreslona jako dawka wywolujaca oznaki toksycznosci, przy czym ocze-
kuje si¢, ze wyzsze poziomy dawek oparte na tym samym schemacie dawkowania moglyby by¢ $miertelne.
Substancje chemiczne o szczeg6lnej aktywnosci biologicznej przy niskich nietoksycznych dawkach (takie jak
hormony i mitogeny) oraz substancje chemiczne wykazujace intensywne wlasciwosci toksykologiczne moga
stanowi¢ wyjatek w odniesieniu do kryteriéw ustalania dawki i powinny by¢ oceniane odrebnie dla kazdego przy-
padku. Poziomy dawek powinny obja¢ zakres od maksymalnej do niskiej toksycznosci lub do jej braku.

Badanie graniczne

28.  Jezeli badania stuzace wyznaczeniu zakresow dawki lub istniejace dane dotyczace pokrewnych szczepdw gryzoni
wskazujg, ze schemat dawkowania dla co najmniej dawki granicznej (zob. ponizej) nie daje obserwowalnych
efektow toksycznych oraz jezeli nie podejrzewa si¢ genotoksycznoSci w oparciu o dane dotyczgce substangji
chemicznych powigzanych strukturalnie, wowczas przeprowadzenie pelnego badania z zastosowaniem trzech
pozioméw dawek moze nie by¢ konieczne. W przypadku okresu podawania wynoszacego 28 dni (tj. 28 dni
poddawania dzialaniu substancji) dawka graniczna wynosi 1 000 mg/kg masy ciala/dob¢. W przypadku okreséw
podawania wynoszacych nie wigcej niz 14 dni, dawka graniczna wynosi 2 000 mg/kg masy ciala/dobe (schematy
dawkowania inne niz 28 dni poddawania dzialaniu substancji nalezy naukowo uzasadni¢ w protokole; zob. pkt
26).

Podawanie dawek

29. Badana substancja chemiczna jest zazwyczaj podawana przez sonde przy uzyciu sondy zotagdkowej lub odpowied-
niej kaniuli intubacyjnej. Zasadniczo, opracowujgc badanie, nalezy rozwazy¢ przewidywana droge narazenia ludzi.
Dlatego tez mozliwe jest dopuszczenie innych drég narazenia (takich jak podawanie w wodzie pitnej, podawanie
podskérne, dozylne, miejscowe, inhalacja, podawanie dotrztchawiczne, podawanie w paszy lub implantacja), jezeli
mozna to uzasadni¢. Nie zaleca si¢ stosowania wstrzyknigcia dootrzewnowego, poniewaz z fizjologicznego
punktu widzenia nie jest to droga narazenia ludzi. Maksymalna objetos¢ plynu, jaka moze byé podana przez
sonde lub wstrzyknieta jednorazowo, zalezy od wielkosci badanego zwierzecia. Objeto$¢ nie powinna przekraczaé
2 ml/100 g masy ciala. Wykorzystanie objetoSci wyzszych niz podane musi by¢ uzasadnione. Poza draznigcymi i
zrgcymi substancjami chemicznymi, ktére zwykle dajg zaostrzone objawy przy wyzszych stezeniach, zmienno$é
objetosci w badaniu powinna by¢ zminimalizowana przez dostosowanie stezenia, aby zapewnié stalg objetosé
przy wszystkich poziomach dawki.

Czas pobierania prébek
Komérki somatyczne

30.  Czas pobierania probek stanowi kluczowg zmienng, poniewaz ustala si¢ go na podstawie okresu potrzebnego do
utrwalenia mutacji. Okres ten zalezy od tkanki i wydaje si¢ zwigzany z czasem odnowy populacji komérek, przy
czym szpik kostny i jelito reaguja szybko, a watroba znacznie wolniej. Odpowiedni kompromis w odniesieniu do
pomiaru czestosci wystgpowania mutacji zaréwno w tkankach o szybkiej proliferacji, jak i w tkankach o wolnej
proliferacji to 28 kolejnych dni poddawania dziataniu substancji (jak wskazano w pkt 26) oraz pobieranie probek
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w trzy dni po ostatnim podaniu, chociaz w tych warunkach moze nie doj$¢ do maksymalnej czestosci wystepo-
wania mutacji w tkankach o wolnej proliferacji. Jezeli tkanki o wolnej proliferacji maja szczegdlne znaczenie,
odpowiedniejsze moze by¢ zastosowanie pdzniejszego czasu pobierania probek wynoszacego 28 dni po okresie
podawania wynoszacym 28 dni (16)(29). W takich przypadkach zamiast czasu pobierania probek w 3 dniu po
okresie podawania zastosowano by pdZniejszy czas pobierania probek, ktéry wymagalby naukowego uzasad-
nienia.

Komérki germinalne

31.  Testy na gryzoniach transgenicznych sa odpowiednie do badania indukcji mutacji genowej w meskich komérkach
germinalnych (7)(8)(27), w przypadku ktérych wyraznie okre$lono czas i kinetyke spermatogenezy (27). Mala
liczba komoérek jajowych dostepnych do analizy, nawet po superowulacji, oraz brak syntezy DNA w oocycie
wykluczaja okreslenie mutacji w zefiskich komérkach germinalnych z zastosowaniem badan na zwierzetach trans-
genicznych (31).

32.  Wpyboru momentéw pobierania probek dla meskich komorek germinalnych dokonuje si¢ w taki sposéb, aby
pobraé prébki szeregu rodzajéw komoérek poddanych narazeniu w calym procesie rozwoju komorki germinalnej
oraz tak, aby na docelowym etapie pobierania prébek narazenie bylo wystarczajace. Czas potrzebny na rozwdj
komoérek germinalnych ze spermatogoniéw do postaci dojrzalych plemnikéw docierajacych do nasieniowodu/
ogondéw najadrzy wynosi ~ 49 dni dla myszy (36) oraz ~ 70 dni dla szczuréw (34)(35). Po 28-dniowym okresie
narazenia, a nastgpnie 3-dniowym okresie pobierania prébek zakumulowane plemniki pobrane z nasieniowodu/
ogondéw najadrzy (7)(8) stanowia populacje komoérek poddanych narazeniu w przyblizeniu w drugiej polowie
spermatogenezy, w tym na etapie mejotycznym i postmejotycznym, lecz nie na etapie spermatogonium lub
komorki macierzystej. Aby w odpowiedni sposéb pobraé probki komérek znajdujacych si¢ w nasieniowodzie/
ogonach najadrzy, ktére w okresie narazenia byly spermatogoniami, nalezy dodatkowo pobraé prébki po uplywie
co najmniej 7 tygodni (myszy) lub 10 tygodni (szczury) od zakoniczenia poddawania dziataniu substancji.

33.  Komorki uzyskane z cewek nasiennych po okresie 28 + 3 dni stanowig populacj¢ mieszana, obejmujaca wszystkie
etapy rozwoju komoérek germinalnych (7)(8). Pobieranie prébek tych komorek w celu wykrycia mutacji genowych
nie zapewnia tak dokladnej oceny etapéw, na ktérych doszlo do indukowania mutacji komérek germinalnych,
jaka mozna uzyskaé, pobierajac probki plemnikéw z nasieniowodu/ogonéw najadrzy (poniewaz prébki pobierane
z cewek zawierajg szereg rodzajow komoérek germinalnych i dochodzi do skazenia przedmiotowej populacji
komorek niektérymi komérkami somatycznymi). Pobranie probek komoérek z cewek nasiennych oprécz pobrania
probek plemnikéw z nasieniowodu/ogonéw najadrzy zgodnie ze schematem pobierania probek 28 + 3 dni
zagwarantowaloby jednak, ze w sklad pobranych komoérek wchodzityby komérki poddane narazeniu na wigk-
szosci etapéw rozwoju komorki germinalnej, co moze by¢ przydane do wykrywania mutagenéw komérek germi-
nalnych.

Obserwagje

34.  Ogolne obserwacje kliniczne powinny by¢ przeprowadzane co najmniej raz dziennie, najlepiej kazdego dnia o tej
samej porze, biorac pod uwage szczytowy okres przewidywanych objawéw po dawkowaniu. Stan zdrowia zwie-
rzat powinien by¢ odnotowywany. Co najmniej dwa razy dziennie wszystkie zwierzeta powinny by¢ obserwowane
pod katem zachorowalnosci i $miertelno$ci. Wszystkie zwierzeta powinny by¢ wazone co najmniej raz w
tygodniu oraz przed u$mierceniem. Pomiary spozycia paszy powinny by¢ dokonywane przynajmniej co tydzie.
Jezeli badana substancja chemiczna jest podawana w wodzie pitnej, spozycie wody musi by¢ takze mierzone przy
kazdej zmianie wody i przynajmniej cotygodniowo. Zwierzeta wykazujace oznaki nadmiernej toksycznosci
nieprowadzgce do $mierci nalezy poddaé eutanazji przed zakonczeniem badania (23).

Pobieranie tkanek

35.  Nalezy wyraznie okresli¢ podstawy pobrania tkanek. Poniewaz praktycznie kazda tkanke mozna poddaé badaniu
pod katek indukowania mutacji, wybor tkanek, ktére zostana pobrane, powinien by¢ uwarunkowany przyczynag
przeprowadzania badania oraz wszelkimi istniejagcymi danymi dotyczgcych badanej substancji chemicznej w za-
kresie mutagennosci, rakotworczoséci lub toksycznosci. Do istotnych czynnikow, ktére nalezy rozwazy¢, nalezy
droge podania (w oparciu o prawdopodobng droge lub drogi narazenia ludzi), przewidywana dystrybucja w tkan-
kach oraz ewentualny mechanizm dziatania. W przypadku braku informacji ogélnych nalezy pobraé szereg
tkanek somatycznych, ktére przypuszczalnie sg istotne. Tkanki te powinny obejmowac tkanki szybko proliferu-
jace, tkanki wolno proliferujace i tkanki w miejscu kontaktu. Ponadto nalezy pobra¢ i przechowywal plemniki z
nasieniowodu/ogonéw najadrzy oraz rozwijajace si¢ komorki germinalne z cewek nasiennych (zgodnie z opisem
zawartym w pkt 32 i 33) na wypadek koniecznosci przeprowadzenia w przyszlosci analizy mutagennoSci
komérek germinalnych. Nalezy uzyska¢ masy narzadéw, a w przypadku duzych narzadéw od wszystkich zwierzat
nalezy je pobra¢ ten sam obszar.
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Przechowywanie tkanek i DNA

36. Tkanki (lub homogenaty tkanek) nalezy przechowywaé w temperaturze —70 °C lub nizszej i wykorzysta¢ w celu
izolacji DNA w ciggu 5 lat. Wyizolowane DNA przechowywane schlodzone w temperaturze 4 °C we wlasciwym
buforze nalezy najlepiej wykorzystaé do analizy mutacji w przeciagu 1 roku.

Wybér tkanek do analizy mutacji

37.  Wyboru tkanek nalezy dokonywa¢, uwzgledniajac takie kwestie jak: 1) droga podania lub miejsce pierwszego
kontaktu (np. Zoladek gruczolowy przy podaniu drogg pokarmowa, ptuco przy podaniu przez inhalacj¢ lub skéra
przy podaniu miejscowym); oraz 2) parametry farmakokinetyczne odnotowane w ogdlnych badaniach toksycz-
nosci, wskazujace rozmieszczenie, zatrzymanie lub akumulacj¢ w tkankach, lub narzady docelowe pod katem
toksyczno$ci. W przypadku prowadzenia badan uzupelniajacych badania rakotwérczosci nalezy rozwazy¢ doce-
lowe tkanki pod katem rakotworczosci. Tkanki do analizy nalezy tak dobierad, aby zmaksymalizowaé wykrycie
substancji chemicznych bedacych mutagenami dzialajacymi bezposrednio w badaniu in vitro, charakteryzujacych
si¢ szybkim metabolizmem, duza reaktywnoscig i stabg absorpcja, lub substancji chemicznych, w odniesieniu do
ktorych tkanke docelowg okresla si¢ na podstawie drogi podania (6).

38. W przypadku braku informacji ogélnych i uwzgledniajac miejsce kontaktu wynikajace z drogi podania, ocenie w
kierunku mutagennosci nalezy podda¢ watrobe i co najmniej jedna tkanke ulegajacg szybkiemu podzialowi (np.
zoladek gruczolowy, szpik kostny). W wigkszosci przypadkéw powyzsze wymogi mozna spelnié, przeprowa-
dzajgc analiz¢ dwdch starannie dobranych tkanek, jednak w niektérych przypadkach konieczne byltoby zastoso-
wanie co najmniej trzech tkanek. Jezeli istnieja powody szczegdlnych obaw w odniesieniu do skutkéw dla
komoérek germinalnych, w tym dodatnich wynikéw w komérkach somatycznych, nalezy zbadaé tkanki zawiera-
jace komorki germinalne pod katem mutacji.

Metody pomiaru

39. Dostepne sa standardowe metody laboratoryjne lub opublikowane metody wykrywania mutacji dla zalecanych
modeli transgenicznych: bakteriofag lambda i plazmid zawierajace gen lacZ (30); mysz z wprowadzonym genem
lacI (2)(18); mysz gpt delta (22); szczur gpt delta (28); cII (17). Zmiany nalezy uzasadni¢ i odpowiednio udokumen-
towal. Dane dotyczace wielu reakcji pakowania mozna zagregowal i wykorzysta¢ do osiggnigcia odpowiedniej
liczby tysinek lub kolonii. Koniecznos¢ zastosowania duzej liczby reakcji pakowania w celu osiggnigcia odpowied-
niej liczby lysinek moze jednak wskazywac na niska jako§¢ DNA. W takich przypadkach, rozwazajac dane, nalezy
zachowaé ostrozno$¢, poniewaz moga by¢ one niewiarygodne. Optymalna catkowita liczba lysinek lub kolonii
przypadajaca na probke DNA zalezy od statystycznego prawdopodobiefistwa wykrycia wystarczajacej liczby
mutacji przy danej czestosci wystgpowania mutacji spontanicznych. Zasadniczo przy czestosci wystgpowania
mutacji spontanicznych rzedu 3 x 10~ minimalna wymagana liczba tysinek wynosi 125 000-300 000 (15). W
przypadku badania Big Blue® lacl wazne jest, aby wykazaé, ze caly zakres zabarwionych fenotypéw mutacji
mozna wykry¢, wprowadzajac odpowiednie kontrole barwienia réwnolegle do kazdego testu plytkowego. Tkanki
i ich prébki (pozycje) nalezy przetworzy¢ i przeanalizowad, stosujac projekt blokowy, w ktérym pozycje z grupy
kontrolnej nosnika/rozpuszczalnika, grupy kontroli dodatniej (jezeli ja zastosowano) lub kontroli dodatniej DNA
(w stosownych przypadkach) oraz wszystkich grup poddanych dzialaniu substancji sa przetwarzane lacznie.

DANE [ SPRAWOZDAWCZOSC

Opracowanie wynikéw

40. Dane dotyczace poszczegdlnych zwierzat powinny zostaé przedstawione w formie tabelarycznej. Jednostka
doswiadczalng jest zwierze. W sprawozdaniu nalezy uwzglednic taczng liczbe jednostek tworzgcych tysinki (pfu)
lub jednostek tworzacych kolonie (cfu), liczbe mutacji i czesto§¢ wystgpowania mutacji w odniesieniu do kazdej
tkanki kazdego zwierzecia. Jezeli istnieje wiele reakcji pakowania/izolacji, nalezy odnotowa¢ liczbe reakeji przypa-
dajaca na prébke DNA. Chociaz nalezy zachowaé dane dotyczace poszczegdlnych reakeji, odnotowaé nalezy
jedynie faczng liczbe pfu lub cfu. Nalezy zglosi¢ dane dotyczace toksycznosci i objawéw klinicznych, jak wska-
zano w pkt 34. Wszelkie wyniki sekwencjonowania nalezy przedstawia¢ dla kazdej przeanalizowanej mutacji i
nalezy przedstawi¢ wynikle obliczenia czgstosci wystepowania mutacji dla kazdego zwierzecia i dla kazdej tkanki.

Ocena statystyczna i interpretacja wynikéw

41.  Istniejg liczne kryteria oznaczania wynikéw dodatnich, takie jak zwigzany z dawka wzrost czestosci wystepowania
mutacji lub wyrazny wzrost czgstosci wystepowania mutacji w grupie pojedynczej dawki w poréwnaniu do grupy
kontrolnej rozpuszczalnika/nodnika. Aby uzyskal wystarczajgce dane do analizy zaleznosci dawka-odpowiedz,
nalezy przeanalizowal co najmniej trzy poddane dzialaniu substancji grupy dawkowania. Chociaz biologiczne
znaczenie wynikéw powinno zostaé wzigte pod uwage w pierwszej kolejnosci, mozna wykorzysta¢ odpowiednie
metody statystyczne jako metody pomocnicze w przeprowadzaniu oceny wynikéw (4)(14)(15)(25)(26). Jednostka
doswiadczalng w zastosowanych badaniach statystycznych powinno by¢ zwierze.
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42.  Badana substancja chemiczna, w odniesieniu do ktdrej wyniki nie spelniaja powyzszych kryteriow, uwazana jest
za niemutagenng w opisywanym badaniu. W przypadku biologicznego znaczenia wynikéw ujemnych nalezy
potwierdzi¢ narazenie tkanki.

43. W przypadku analiz sekwencjonowania DNA dostgpnych jest wiele metod statystycznych jako metod pomocni-
czych w interpretacji wynikéw (1)(5)(9)(19).

44, Uwzglednienie, czy zaobserwowane warto$ci sa w obrebie historycznych zakreséw kontroli, czy tez poza nimi,
moze stanowi¢ wskazéwke przy ocenie biologicznego znaczenia reakgji (32).

Sprawozdanie z badania

45.  Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastepujace informacje:

Badana substancja chemiczna:

— dane identyfikacyjne i numer CAS, jezeli jest znany,

— zrédlo, numer partii, jezeli jest dostepny,

— cechy fizyczne i czystosd,

— wla$ciwosci fizyko-chemiczne stosownie do warunkéw przeprowadzania badania,

— stabilno$¢ badanej substancji chemicznej, jezeli jest znana.

Rozpuszczalnik/nosnik:

— uzasadnienie wyboru no$nika,
— rozpuszczalnos¢ oraz stabilno$¢ badanej substancji chemicznej w rozpuszczalniku/nosniku,
— przygotowanie postaci uzytkowych paszy, wody pitnej i inhalacji,

— analityczne okreslenie postaci uzytkowych (np. stabilno$¢, homogeniczno$¢, stezenia nominalne).

Badane zwierzgta:

— wykorzystany gatunek/szczep oraz uzasadnienie ich wyboru,
— liczba, wiek i ple¢ zwierzat,
— zrédlo, warunki przebywania, pasza itp.,

— masa poszczegdlnych zwierzecia na poczatku badania, tacznie z zakresem mas ciala, Srednimi oraz standardo-
wymi odchyleniami dla kazdej grupy.

Warunki badania:

— dane dotyczace dodatnich i ujemnych (rozpuszczalnik/no$nik) kontroli,
— dane z badania ustalania zakresu,

— uzasadnienie w odniesieniu do wyboru poziomu dawki,

— szczegoly dotyczace preparatéw badanej substancji chemicznej,

— szczegdbly dotyczace podawania badanej substancji chemicznej,

— racjonalne uzasadnienie w odniesieniu do drogi podawania,

— metody pomiaru toksycznosci u zwierzat, w tym dostepne badania histopatologiczne lub hematologiczne oraz
czestotliwo$¢ przeprowadzania obserwacji zwierzgt i pomiaru masy ciata,

— metody sprawdzania, czy badana substancja chemiczna dotarla do tkanki docelowej lub do krwiobiegu w
przypadku otrzymania wynikéw ujemnych,

— dawka faktyczna (mg/kg masy ciala/dziefl) obliczona w oparciu o stezenie badanej substancji chemicznej w
paszy/wodzie pitnej (ppm) i spozycia, w stosownych przypadkach,

— szczegdly dotyczace jakosci pozywienia i wody,

— szczegblowy opis harmonograméw poddawania dziataniu substancji oraz pobierania prébek,
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— metody eutanazji,
— procedury izolowania i konserwacji tkanek,

— metody izolacji genomowego DNA gryzoni, odzyskanie transgenu z genomowego DNA oraz przenoszenia
transgenicznego DNA do gospodarza bakteryjnego,

— zrédlo i numery partii wszystkich komorek, zestawéw i odczynnikéw (w stosownych przypadkach),
— metody oznaczania liczby mutacji,

— metody molekularnej analizy mutacji i zastosowanie ich przy dokonywaniu korekeji o klonalnosé¢ lub obli-
czaniu czesto$ci wystepowania mutacji, w stosownych przypadkach.

Wyniki:
— stan zwierzat przed badaniem i podczas calego okresu badania, w tym oznaki toksycznosci,

— masa ciala i narzadéw w chwili u$miercenia,

— w odniesieniu do kazdej tkanki/kazdego zwierzecia liczba badanych mutacji, liczba lysinek lub kolonii, czgs-
totliwo$¢ wystepowania mutacji,

— dla kazdej grupy tkanek/zwierzat, liczba reakcji pakowania dla probki DNA, faczna liczba mutacji, Srednia
czesto$¢ wystepowania mutacji, odchylenie standardowe,

— zalezno$¢ dawka-odpowiedz, w miare mozliwosci,

— w odniesieniu do kazdej tkanki/kazdego zwierzecia liczba niezaleznych mutacji i $rednia czesto$¢ wystepo-
wania mutacji w przypadku przeprowadzenia molekularnej analizy mutacji,

— dane dotyczace réwnolegle prowadzonej i historycznej kontroli ujemnej z uwzglednieniem zakreséw, Srednich
i odchylenr standardowych,

— dane dotyczace jednoczesnej kontroli dodatniej (lub niejednoczesnych kontroli dodatnich DNA),

— oznaczenia analityczne, jezeli jest dostepne (np. stezenia DNA zastosowane w pakowaniu, dane z sekwencjo-
nowania DNA),

— zastosowane analizy i metody statystyczne.

Oméwienie wynikéw

Whioski
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Dodatek

DEFINICJE:
Okres podawania: catkowity okres podawania dawek zwierzeciu.

Substytucja par zasad: mutacja powodujaca podstawienie pojedynczej zasady azotowej nukleotydéw DNA przez inng
zasad¢ azotowg nukleotydéw DNA.

Kapsyd: plaszcz biatkowy otaczajacy wirion.

Substancja chemiczna: substancja lub mieszanina.

Ekspansja klonalna: tworzenie wielu komoérek z pojedynczej (zmutowanej) komorki.
Jednostka tworzaca kolonie (cfu): miara liczby zywotnych bakterii.

Konkatamer: dtuga, ciggla biomolekuta zbudowana z wielu jednakowych odcinkéw potaczonych ze sobg na zasadzie
glowa-ogon.

Region cos: 12-nukleotydowy odcinek jednoniciowego DNA polozony na obu konicach dwuniciowego genomu bakte-
riofagu lambda.

Delecja: mutacja powodujgca utrate jednego nukleotydu lub wielu (nastepujacych po kolei) nukleotydéw w genomie.
Elektroporacja: zastosowanie impulséw elektrycznych w celu zwigkszenia przepuszczalnosci bton komérkowych.
Gen endogenny: gen natywny genomu.

Zmienno$¢ ponad dwumianowa: zmienno$¢ w powtérzonych szacunkach odsetka populacji przewyzszajaca zmien-
no$¢, ktérej oczekiwano by, jezeli dana populacja ma rozklad dwumianowy.

Mutacja spowodowana zmiang fazy odczytu: mutacja genetyczna spowodowana dodaniem lub usunigciem liczby
nukleotydéw niepodzielnej przez trzy w sekwencji nukleodytéw kodujacej biatko/peptyd.

Insercja: dodanie co najmniej jednej pary zasad azotowych nukleotydéw do sekwencji DNA.
Kumulacja (ang. jackpot): duza liczba mutacji powstalych w drodze ekspansji klonalnej z pojedynczej mutacji.

Duze delecje: delecje zachodzace w DNA wiecej niz kilka kilopar zasad (ktére sg skutecznie wykrywane w badaniach
selekgji Spi- i plazmidu z genem lacZ).

Ligacja: lacznie kowalencyjne dwdch koncoéw czasteczek DNA z zastosowaniem ligazy DNA.

Mitogen: substancja chemiczna stymulujaca komérke do rozpoczecia podziatu komoérki, wywotujaca mitoze (tj. podziat
komorki).

Gen neutralny: gen, na ktéry nie maja wplywu ani pozytywne ani negatywne oddzialywania selektywne.

Pakowanie: synteza zakaznych czgsteczek fagowych z preparatu kapsydu faga i bialek koficowych i konkatameru czgs-
teczek DNA faga. Powszechnie stosowane do pakowania DNA sklonowanego na wektor lambda (odizolowany przez
regiony cos) do zakaznych czasteczek lambda.

Wydajno$¢ pakowania: wydajnos¢, z ktdra spakowane bakteriofagi s3 odzyskiwane w bakterii bedacej gospodarzem.

Jednostka tworzaca tysinki (pfu): miary liczby zywotnych bakteriofagow.

Mutacja punktowa: ogdlne pojecie oznaczajgce mutacje majaca wplyw na malg sekwencje DNA, w tym male insercje,
delecje i substytucje par zasad.

Selekcja dodatnia: metoda umozliwiajgca przetrwanie jedynie mutagji.
Gen reporterowy: gen, ktorego produkt modyfikacji genowej jest tatwy do wykrycia.

Czas pobierania préobek: koniec okresu przed u$mierceniem, podczas ktérego nie podaje si¢ substancji chemicznej, a
uszkodzenia DNA zostajg utrwalone w postaci stabilnych mutacji.
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Wektor wahadlowy: wektor zbudowany tak, aby mdgt si¢ namnaza¢ w dwéch réznych gatunkach gospodarzy; zatem
DNA wstawione do wektora wahadlowego mozna bada¢ lub mozna nim manipulowaé w dwéch réznych rodzajach
komoérek lub w dwéch réznych organizmach.

Badana substancja chemiczna: oznacza kazdg substancje lub mieszaning badang za pomocy opisywanej metody
badawczej.

Transgeniczny: nalezacy do organizmu, ktorego genom zostal zmieniony w wyniku przeniesienia genu lub genéw z
innego gatunku; zwigzany z takim organizmem lub bedacy takim organizmem.”.
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