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II

(Nem jogalkotdsi aktusok)

RENDELETEK

A BIZOTTSAG 900/2014/EU RENDELETE
(2014. jalius 15.)

a vegyi anyagok regisztraldsirdl, értékelésérdl, engedélyezésérdl és korlitozisirél (REACH) sz616

1907/2006/EK eurdpai parlamenti és a tandcsi rendelet értelmében alkalmazandé vizsgdlati

modszerek megillapitdsirol sz616 440/2008/EK rendeletnek a miiszaki fejlédéshez valé hozzdiga-
zitds céljabol torténd médositdsirol

(EGT-vonatkozdst szoveg)
AZ EUROPAI BIZOTTSAG,
tekintettel az Eurdpai Unié miikodésérdl szolo szerzédésre,

tekintettel a vegyi anyagok regisztraldsarol, értékelésérdl, engedélyezésérdl és korldtozasardl (REACH), az Eurdpai Vegyia-
nyag-iigynokség 1étrehozasardl, az 1999/45/EK irdnyelv médositdsdrél, valamint a 793/93/EGK tandcsi rendelet, az
1488/94[EK bizottsagi rendelet, a 76/769/EGK tandcsi irdnyelv, a 91/155/EGK, a 93/67/EGK, a 93/105/EK és a
2000/21[EK bizottsagi irdnyelv hatdlyon kiviil helyezésérél sz6l6, 2006. december 18-i 1907/2006/EK eurdpai parla-
menti és tandcsi rendeletre (') és kiilonosen annak 13. cikke (2) bekezdésére,

mivel:

(1) A 440/2008/EK bizottsagi rendelet () megéllapitja az 1907/2006/EK rendelettel dsszefiiggésben alkalmazandé, a
vegyi anyagok fizikai-kémiai tulajdonsagainak, toxicitdsinak és okotoxicitdsdnak meghatdrozasara szolgalé vizsga-
lati médszereket.

(2) A 440/2008/EK rendeletet a mszaki fejlédés figyelembevétele és — a 2010/63/EU eurdpai parlamenti és tandcsi
irdnyelvvel (*) 6sszhangban — a kisérleti célokra felhaszndlt allatok szdmdnak csokkentése érdekében naprakésszé
szitkséges tenni oly médon, hogy a rendeletbe miel6bb bekeriiljenek egyes, az OECD dltal a kozelmdltban elfoga-
dott 1j, illetve aktualizalt vizsgdlati modszerek. A Bizottsdg a tervezetrdl konzultalt az érdekeltekkel.

(3)  Ez a mszaki fejl6déshez vald hozzdigazitds hat 4j, a toxicitds és mds egészségi hatdsok meghatdrozasara szolgdl6
vizsgalati modszert tartalmaz: egy fejl6dési neurotoxicitdsi vizsgdlatot, egy kibgvitett egygenerdcids reprodukcios
toxicitdsi vizsgalatot, egy transzgenikus ragcsalokon elvégezhetd in vivo génmutdcids vizsgalatot, egy, a szteroid-
hormonok szintézisére kifejtetett hatdsok értékelésére szolgdlé in vitro vizsgalatot, valamint két, az dsztrogénszert,
illetve az (anti)androgén hatdsok kimutatdsdra szolgdlé in vivo médszert.

(4) A 440/2008/EK rendeletet ezért megfeleléen médositani kell.

(5) Az e rendeletben el6irt intézkedések osszhangban vannak az 1907/2006/EK rendelet 133. cikke alapjan létreho-
zott bizottsdg véleményével,

() HLL 396.,2006.12.30., 1. 0.

(*) A Bizottsdg 2008. majus 30-i 440/2008/EK rendelete a vegyi anyagok regisztraldsarol, értékelésérdl, engedélyezésérdl és korldtozasarol
(REACH) 52616 1907/2006/EK eurdpai parlamenti és a tandcsi rendelet értelmében alkalmazandé vizsgalati modszerek megallapitdsarol
(HLL 142.,2008.5.31,, 1. 0.).

(*) Az Eurdpai Parlament és a Tandcs 2010. szeptember 22-i 2010/63/EU irdnyelve a tudoményos célokra felhaszndlt dllatok védelmérdl
(HLL 276.,2010.10.20., 33. 0.).
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ELFOGADTA EZT A RENDELETET:

1. cikk

A 440/2008/EK rendelet melléklete e rendelet mellékletének megfeleléen médosul.

2. cikk

Ez a rendelet az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban val6 kihirdetését kovet harmadik napon 1ép hatélyba.

Ez a rendelet teljes egészében kotelezg és kozvetleniil alkalmazandé valamennyi tagéllamban.

Kelt Briisszelben, 2014. jalius 15-én.

a Bizottsdg részérdl
az elnok
José Manuel BARROSO
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MELLEKLET

A 440/2008/EK rendelet melléklete a kovetkez8képpen médosul:

A melléklet a kovetkezd B.53., B.54., B.55., B.56., B.57. és B.58. fejezettel egésziil ki:

,B.53. FEJLODESI NEUROTOXICITASI VIZSGALAT

BEVEZETES

1. Ez avizsgdlati modszer egyenértékdi az OECD 426. vizsgélati irinymutatdsaban (2007) leirt médszerrel. Az OECD
szaporodasi és fejl6dési toxicitdsi munkacsoportja 1995 janiusaban, Koppenhdgdban megvitatta, hogy frissiteni
kell a reprodukcids és fejlédési toxicitdsra vonatkozd, meglévs OECD vizsgalati irdinymutatdsokat, és 4j irdnymuta-
tasokat kell kidolgozni a még le nem fedett végpontokra (1). A munkacsoport azt javasolta, hogy a fejlédési
neurotoxicitdsra vonatkozd vizsgdlati irinymutatdst az amerikai EPA dGtmutatd alapjan kell osszedllitani, amelyet
azdta moédositottak (2). 1996 juniusdban egy masodik konzultdciés taldlkozét tartottak Koppenhdgdban, hogy
ttmutatdt adjanak a Titkdrsdg szdmdra a fejl6dési neurotoxicitdsra vonatkozo 1ij vizsgdlati irdnymutatds vézlatdnak
osszedllitdsahoz, beleértve a f6bb elemekre, példaul az éllatfaj kivalasztdsdra, az adagoldsi idGszakra, a tesztelési
idGszakra, a megvizsgdlandé végpontokra, és az eredmények értékelésének kritériumaira vonatkozo részleteket. Az
amerikai neurotoxicitdsi kockdzatértékelési iranyelv 1998-ban jelent meg (3). 2000 oktéberében egymds utdn egy
OECD szakértdi konzultdcids értekezletet és egy ILSI Risk Science Institute workshopot, valamint 2005-ben
Tokioban egy szakért6i konzultdcids taldlkozot tartottak. Ezeket a taldlkozdkat abbdl a célbdl tartottdk, hogy
megvitassdk a jelenlegi vizsgdlati irdnymutatdssal kapcsolatos tudomdnyos és technikai kérdéseket, és az
iiléseken (4) (5) (6) (7) hozott javaslatokat figyelembe vették a vizsgdlati modszer kifejlesztése sordn. A vizsgélati
modszer végrehajtdsdra, értelmezésére és a haszndlt terminoldgidra vonatkozé tovabbi informdciok megtaldlhatk
a reproduktiv toxicitdsi vizsgdlatokrdl és értékelésiikrdl sz6l6 43. szdmu (8) és a neurotoxicitdsi vizsgdlatokrdl
sz616 20. szamt (9) OECD irdnyelvben.

KIINDULASI MEGFONTOLASOK

2. Szdmos vegyi anyagrol ismert, hogy fejl6dési neurotoxikus hatdst fejt ki emberben és mds fajokban (10) (11) (12)
(13). A vegyi anyag toxikus tulajdonsdgainak felmérése és értékelése céljabdl a potencidlis fejlédési neurotoxicitds
meghatdrozdsdra lehet sziikség. A fejl6dési neurotoxicitasi vizsgdlatok célja, hogy adatokat — beleértve a dozis-
vélasz jellemzést — szolgdltassanak az utédok fejl6dd idegrendszerére gyakorolt potencidlis funkciondlis és morfo-
l6giai hatdsokrdl, amelyek a méhen belilli és a korai életszakaszban tortént expozicié kovetkeztében esetlegesen
felmeriilhetnek.

3. A fejlédési neurotoxicitdsi vizsgdlatot el lehet elvégezni kiilon vizsgdlatként, be lehet épiteni a reprodukcids toxici-
tasi és/vagy felndtt neurotoxicitdsi vizsgalatba (pl. B.34. (14), B.35. (15), B.43. (16) vizsgélati médszerek), vagy ki
lehet vele egésziteni a prenatdlis fejlédési toxicitdsi vizsgdlatot (pl. B.31 (17) vizsgélati mddszer). Amikor a fejlédési
neurotoxicitdsi vizsgalat be van épitve vagy hozzd van kapcsolva egy madsik vizsgalathoz, elengedhetetlen mindkét
vizsgdlati tipus integritdsinak megdrzése. A vizsgdlatok sordn meg kell felelni a laboratériumi édllatok kutaté-
sokban torténd hasznalatdra vonatkozd jogszabdlyoknak, illetve kormdnyzati és intézményi irdinymutatdsoknak

(pl. 18).

4. A vizsgdld laboratériumnak a vizsgélat elvégzése elStt a vizsgdlt vegyi anyaggal kapcsolatos minden rendelkezésre
all6 informdcidt figyelembe kell vennie. Ilyen informdcidk a vegyi anyag megjel6lése és szerkezete; fizikai-kémiai
tulajdonsdgai; barmely mds, a vegyi anyaggal elvégzett in vitro vagy in vivo toxicitdsi vizsgalatok eredményei; szer-
kezetileg rokon vegyi anyagok toxikoldgiai adatai és a vegyi anyag varhat6 alkalmazdsa(i). Ezekre az informécidkra
azért van szitkség, hogy minden érintett meggy6z3djon arrdl, hogy a vizsgdlat relevans az emberi egészség
védelme szempontjdbol, és el@segiti majd a megfelel§ kezd6dozis kivalasztasat.

A VIZSGALAT ELVE

5. A vizsgdlt vegyi anyagot vemhesség és szoptatds alatt adjuk be az allatoknak. Az anyadllatokat a vemhes és szop-
taté néstényekre gyakorolt hatdsok értékelése céljabdl teszteljiik, illetve az anyadllatok Gsszehasonlité informaci-
véletlenszertien valasztjuk ki az almokbdl. Az értékelés egyrészt a stlyos neuroldgiai és viselkedési rendellenes-
ségek észlelését célzé megfigyelésekbdl dll, beleértve a fizikai fejlédés, a viselkedési egyedfejlédés, a motoros akti-
vitds, a motoros és szenzoros funkcid, mdsrészt a tanulds és a memoria értékelését, valamint az agytomeg és a
neuropatoldgia posztnatalis fejlédés és felndttkor sordn torténd értékelésébsl.
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6.  Amikor a vizsgdlati médszert kiillon vizsgdlatként hajtjuk végre, a csoportokban rendelkezésre dll6 tovabbi alla-
tokat fel lehet haszndlni meghatdrozott idegrendszeri, neuropatolégiai, neurokémiai vagy elektrofizioldgiai eljards-
okhoz, amelyek kiegészithetik a vizsgdlati médszer dltal ajanlott vizsgdlatokbdl kapott adatokat (16) (19) (20)
(21). A kiegészit6 eljdrdsok killonosen akkor lehetnek hasznosak, ha az empirikus megfigyelés, a varhat6 hatdsok,
illetve a hatdsmechanizmus egy bizonyos tipust neurotoxicitdsra utalnak. Ezeket a kiegészit§ eljardsokat az anyadl-
latokban és az utédokban egyardnt haszndlni lehet. Ezen kiviil ex vivo vagy in vitro eljardsok is hasznalhaték, mind-
addig, amig ezek az eljdrdsok nem valtoztatjdk meg az in vivo eljdrdsok integritdsat.

ELOKESZULET A VIZSGALATHOZ

Az dllatfaj kivélasztdsa

7. Az els6dleges vizsgdland6 faj a patkdny, de mds faj is haszndlhatd, ha megfelel6. Megjegyzendd azonban, hogy a
vizsgdlati médszerben meghatdrozott vemhességi és posztnatélis napok az dltaldnosan hasznalt patkdnytorzsekre
vonatkoznak, és Osszehasonlithat6 id6tartamokat kell valasztani, ha mdasik éllatfajt vagy szokatlan torzset haszna-
lunk. Mas éllatfaj hasznalatat toxikoldgiai, farmakokinetikai és/vagy mds adatokkal kell megindokolni. Az indok-
lasnak tartalmaznia kell a rendelkezésre all6 fajspecifikus posztnatalis idegrendszeri és neuropatoldgiai értékelé-
seket. Ha volt olyan kordbbi vizsgilat, amely aggodalomra adott okot, meg kell fontolni az abban alkalmazott
faj/torzs hasznélatat. Mivel a kiilonbo6z8 patkdnytorzsek teljesitGképessége eltérd, bizonyitani kell, hogy a haszné-
latra kivélasztott torzs megfelel§ termékenységgel és valaszképességgel rendelkezik. Az egyéb fajoknak a fejlGdési
neurotoxicitds kimutatdsaval kapcsolatos megbizhatdsagat és érzékenységét dokumentumokkal kell aldtdmasztani.

Tartési és etetési koriilmények

8. A kisérleti allatokat 22 + 3 °C hémérséklet(i helyiségben kell tartani. Bar a helyiség relativ pdratartalmdnak leg-
alabb 30 %-nak kell lennie, illetve a takaritds id6tartamdtol eltekintve lehetSleg ne haladja meg a 70 %-ot, a célért-
éknek 50 és 60 % kozott kell lennie. A vildgitds legyen mesterséges, 12 6rds vildgos és 12 6rds sotét periddusok
valtsdk egymdst. A parzds el6tt és a vizsgélat idGtartama alatt meg lehet forditani a fényciklust annak érdekében,
hogy a funkciondlis és viselkedési végpontok értékelését a sotét periddus alatt lehessen elvégezni (piros fény alatt),
vagyis abban az id@szakban, amikor az allatok rendszerint aktivak (22). A vildgos-sotét ciklus barmilyen megval-
toztatdsanak magaban kell foglalnia egy megfelel§ akklimatizacids id6t ahhoz, hogy az édllatok alkalmazkodjanak
az 0 ciklushoz. Az etetéshez hagyomdnyos laboratériumi takarmdny alkalmazhaté, korlatlan mennyiségti ivoviz
biztositdsa mellett. A takarmdny és a viz tipusit fel kell jegyezni, és mindkettSt meg kell vizsgalni szennyez8 anya-
gokra.

9. Az dllatok egyedileg vagy azonos ivarii egyedekbdl 4ll6 kisebb csoportokban is tarthatok. A pdroztatdst erre a
célra alkalmas ketrecekben kell végezni. Miutdin meggy6z6dtek a pérzds megtorténtérdl, vagy a vembhesség
15. napjandl nem késébb a pdroztatott néstényeket egyedileg kell elhelyezni ellet§ vagy fialtaté ketrecekben. A
ketreceket tigy kell elrendezni, hogy minimalisra lehessen csokkenteni a ketrec elhelyezésének lehetséges hatdsait.
Az ellés kozeledtével a paroztatott ndstények szdmdra megfelel§ és meghatdrozott fészekrakd anyagot kell biztosi-
tani. J6l ismert, hogy a vemhesség sordn a nem megfelel§ bandsméd vagy a stressz nem kivanatos kimenetelekhez
vezethet, ideértve a prenatdlis veszteségeket és a megvéltozott magzati és posztnatdlis fejl6dést. A kezeléssel nem
oOsszefliggl tényezSk miatti magzati veszteség kivédése érdekében az dllatokkal 6vatosan kell bdnni a vemhesség
alatt, valamint keriilni kell a kiilsé tényezdk, igy példdul a tdlzott kiils§ zaj miatti stresszt.

Az dllatok elGkészitése

10. A laboratériumi korillményekhez hozzdszoktatott, kordbban vizsgdlatban még részt nem vett, egészséges dllatokat
kell haszndlni, kivéve, ha a vizsgalatot beépitjikk egy mdsik vizsgdlatba (ldsd a 3. bekezdést). A kisérleti allatokat
faj, torzs, eredet, nem, testtomeg és életkor szerint kell jellemezni. Minden dllatot egyedi azonosité szimmal kell
ellitni. Amennyire csak megoldhat6, az allatok az Osszes vizsgdlati csoportban legyenek azonos testtomegtiek és
kortiak, illetve a vizsgdlatban részt vevd fajra és torzsre jellemz8 normadl tartomdnyba essenek. Minden dézishoz
még egyszer sem ellett, fiatal felndtt ndstényeket kell hasznalni. Gondosan iigyelni kell arra, hogy testvéreket nem
szabad pdroztatni. A vemhesség 0. napja az, amikor hiivelydugé és/vagy sperma észlelhetd. Megfelel§ akklimatizd-
cids id6t (pl. 2-3 nap) kell biztositani, ha meghatdrozott ideje vembhes dllatokat vésdrolnak a szallit6tol. A parozta-
tott néstényeket megkiilonboztetés nélkil kell a kontroll- és a kezelési csoportokba beosztani, és a lehetéségekhez
mérten egyenletesen kell elosztani a csoportok kozott (pl. ajdnlott a rétegzett random eljrds, amely egyenletes
eloszldst biztosit a csoportok kozott, példdul a testtomeg alapjn). Az azonos himmel pdroztatott ndstényeket
egyenletesen kell szétosztani a kiilonboz8 csoportokban.
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ELJARAS

Az dllatok szdma és neme

11.  Minden kisérleti és kontrollcsoportnak elegend§ szamu vemhes, a vizsgalt vegyi anyaggal kezelend§ néstényt kell
tartalmaznia, hogy megfelel§ szdma utédot termeljenek a neurotoxicitdsi értékeléshez. Osszesen 20 alom haszné-
lata ajanlott minden dézisszinthez. A parhuzamos és lépcszetes csoport adagoldsi tervek akkor hasznalhatdk, ha
a csoportonkénti teljes alomszamot elértiik, és megfelel§ statisztikai modelleket alkalmazunk az ismétlések elsza-
molasdra.

12. A 4. posztnatdlis napon (PND) vagy azt megelGz8en (az ellés napja a PND 0) minden alom méretét ki kell igazi-
tani az extra kolykok véletlenszerd kivélasztas utjdn torténd kikiiszobolésével, és egységes alomméretet kell kiala-
kitani minden alomban (23). Az alom mérete nem haladhatja meg a haszndlt rdgcsalétorzsre jellemzd dtlagos
alomméretet (8-12). Az almoknak a lehetSségekhez mérten azonos szdmt him és ndstény kolyokbdl kell dllniuk.
A kolykok szelektiv eltavolitdsa, pl. a testtomeg alapjin, nem elfogadhaté. Az almok standardizdldsa (selejtezés)
utdn és a funkciondlis végpontok vizsgdlatit megel6z6en az elvélasztds el6tti vagy elvdlasztds utdni vizsgdlatra
szant kolykoket egyedi azonositoval kell elldtni a kolykok azonositdsara alkalmas barmely humanus médszer hasz-
ndlataval (pl. 24).

Az dllatok besoroldsa a funkciondlis és viselkedési tesztekbe, az agytomeg mérésébe és a neuropatolégiai
értékelésekbe

13. A vizsgdlati mddszer kiilonb6z6 megkozelitéseket tesz lehetGvé az in utero és a szoptatds utjan kezelt allatoknak a
funkciondlis és viselkedési tesztekhez, a szexudlis éréshez, az agytomeg meghatirozdsihoz és a neuropatoldgiai
értékeléshez val6 hozzdrendelése tekintetében (25). Egyéb, az idegrendszeri funkciét (pl. szocidlis viselkedés) érté-
keld, illetve neurokémiai vagy neuropatoldgiai vizsgalatokat lehet hozzdadni eseti elbirlds alapjin, amig ezek az
eredetileg el6irt vizsglatok integritdsat nem veszélyeztetik.

14.  Minden egyes ddziscsoportbdl kolykoket kell kivalasztani és hozzdrendelni a 4. posztnatdlis napon (PND 4) vagy
azt kovetGen elvégzendS végpont-értékelésekhez. A kolykok kivalasztdsat dgy kell elvégezni, hogy minden
alombdl mindkét nem minden adagoldsi csoportban lehetSleg egyenld ardnyban képviselve legyen az osszes
tesztben. A motoros aktivitds vizsgdlata sordn ugyanazokat a him és néstény kolyokparokat kell megvizsgélni az
elvalasztast megel6z6 minden életkorban (ldsd a 35. bekezdést). Az egyéb vizsgalatok sordn azonos vagy kiilon-
b6z6 him és néstény parokat lehet hozzarendelni a kiilonboz8 viselkedési tesztekhez. Kiilonb6z6 kolykok hozza-
rendelése lehet szitkséges az elvdlasztott kolykok és a feln6tt egyedek kognitiv funkcibjanak vizsgélataihoz annak
érdekében, hogy kikiiszobolhets legyen az életkor és a korabbi képzés zavard hatdsa ezekre a mérésekre (26) (27).
Az elvalasztiskor (PND 21) a vizsgdlatra ki nem valasztott kolykok humdnus méddon eltdvolithatok. A kolykok
elosztdsanak minden moédositasat fel kell jegyezni. A statisztikai mértékegység az alom (vagy az anyadllat) és nem
a kolyok.

15. A kolykok kiillonb6z6 médokon sorolhatdk be az elvdlasztds el6tti és elvalasztds utdni vizsgdlatokba, a kognitiv
tesztekbe, a patolégiai vizsgdlatokba, stb. (ldsd az 1. dbrdt az dltaldnos elrendezéssel és az 1. fiiggeléket a besoro-
lasi példakkal). Az dllatok javasolt minimdlis szdma az elvdlasztds el6tti és elvdlasztds utdni vizsgdlatok egyes
déziscsoportjaiban a kovetkez6:

Klinikai megfigyelések és testtomeg Minden allat
Részletes klinikai megfigyelések 20/nem (1/nem/alom)
Agytomeg (fixalds utdn) PND 11-22 10/nem (1/alom)
Agytomeg (fixalatlan) ~ PND 70 10/nem (1/alom)
Neuropatoldgia (immerzids vagy perfizios fixdlds) PND 11-22. 10/nem (1/alom)
Neuropatoldgia (perfuziés fixdlds) PND ~70. 10/nem (1/alom)
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Nemi érés 20/nem (1/nem/alom)
Egyéb fejl6dési tdjékoz6ddsi pontok (vdlaszthatd) Minden éllat
Viselkedési egyedfejlédés 20/nem (1/nem/alom)
Motoros aktivitds 20/nem (1/nem/alom)
Motoros és szenzoros funkcid 20/nem (1/nem/alom)
Tanulds és memoria 10/nem (%) (1/alom)

() A kognitiv funkcié vizsgilatok érzékenységétdl fiiggSen meg kell fontolni nagyobb szamd éllat vizsgdlatdt, pl. 1 him
és 1 nGstény éllat vizsgélatdt almonként (az dllatok hozzdrendelésével kapcsolatban ldsd az 1. fiiggeléket) (a minta méretével
kapcsolatos tovabbi titmutatds az OECD 43. irdinymutatdsdban taldlhato).

Adagolis

16.  Legaldbb hdrom dézisszintet és egy parhuzamos kontrollt kell alkalmazni. A dézisszinteket gy kell megvélasz-
tani, hogy biztositsdk a kivaltott toxikus hatdsok fokozatossdgat. Hacsak a vegyi anyag fizikai-kémiai jellege vagy
biolégiai tulajdonsdgai nem szabnak ennek hatdrt, a legmagasabb adagoldsi szintet tgy kell megvalasztani, hogy
némi anyai toxicitdst is kivaltson (pl. klinikai tiinetek, csokkent testtomegnovekedés (legfeljebb 10 %) ésfvagy
dézis-korldtozé toxicitdsra utal6 bizonyiték a célszervben). A magas dézist 1 000 mg/ttkg/nap értékre lehet korld-
tozni, néhdny kivételtd] eltekintve. Példdul a vdrhaté humdn expozicié magasabb ddzis alkalmazdsdt teheti szitksé-
gessé. Alternativaként el6zetes vizsgdlatokat vagy el6zetes ddzisbehatarold vizsgdlatokat kell végezni, hogy megha-
tarozzuk az alkalmazandé legmagasabb dézist, amelynek minimalis fokd anyai toxicitdst is ki kell valtania. Ha a
vizsgdlt vegyi anyagrol standard fejl6dési toxicitdsi vizsgdlatban vagy elzetes vizsgdlatban kimutattdk, hogy fejls-
dési toxicitast okoz, legmagasabb dozisként azt a maximalis dozist kell valasztani, amely az utédokban nem valt
ki talzott toxicitdst, in utero vagy neonatdlis elhulldst, illetve fejl6dési rendellenességeket, mivel ezek kizdrjak a
neurotoxicitds értelmezhetd értékelését. A legalacsonyabb dozist gy kell megvélasztani, hogy semmilyen anyai
vagy fejl6dési toxicitdsra utald tiinetet ne okozzon, ideértve a neurotoxicitdst is. Fokozatosan csokkend dozisszin-
teket kell valasztani azzal a céllal, hogy demonstrdlni lehessen a do6zisfiiggd hatdsokat és a megfigyelhetd kdros
hatdst nem okoz6 szintet (NOAEL), illetve a kimutatdsi hatdr kozelében 1év6 dézisokat, amelyek lehetévé teszik a
benchmark dézis meghatdrozasit. A csokkend dézisszintek meghatdrozdsdhoz gyakran optimdlis a 2-4-szeres
intervallumok alkalmazdsa, a dézisok kozotti nagyon nagy intervallumok (pl. 10-nél magasabb szorzéfaktor)
alkalmazasa esetén pedig gyakran el6nyds egy negyedik doziscsoport beiktatdsa is.

17. A dézisszintek megvalasztdsakor figyelembe kell venni mind a rendelkezésre 4ll6 Gsszes toxicitdsi adatot, mind a
vizsgdlt vegyi anyag vagy a rokon anyagok metabolizmusdval vagy toxikokinetikdjdval kapcsolatos tovabbi infor-
méciokat. Ezek az informdcidk segithetik az adagoldsi rend megfelelGségének igazoldsit is. A kolykoknek torténd
kozvetlen adagoldst az expozicié és farmakokinetikai informdcik alapjan kell mérlegelni (28) (29). A kozvetlen
adagoldsos vizsgdlatok el6tt gondosan mérlegelni kell az elényoket és a hatranyokat (30).

18. A kisér6 kontrollcsoport egy placebéval kezelt kontrollcsoport, vagy ha a vizsgalt vegyi anyag beaddsdhoz vivSa-
nyagot haszndlnak, akkor egy viv6anyaggal kezelt kontrollcsoport. Minden dllatnak ugyanolyan térfogatt vizsgalt
vegyl anyagot vagy vivGanyagot kell beadni a testtomeg alapjin. Ha a beadds megkonnyitése érdekében vivSa-
nyagot vagy mds adalékot alkalmazunk, a kovetkezd jellemzdket kell figyelembe venni: a vizsgdlt vegyi anyag
felszivoddsara, eloszldsdra, metabolizmusdra vagy visszatartdsira gyakorolt hatdsok; a vizsgalt vegyi anyag kémiai
tulajdonsdgaira gyakorolt hatdsok, amelyek megviltoztathatjadk annak toxikus jellemzgit; valamint az allatok
tapldlék- és vizfogyasztdsdra vagy téplaltsagi allapotdra gyakorolt hatdsok. A viv6anyag nem okozhat olyan hatd-
sokat, amelyek zavarhatjdk a vizsgdlat értelmezését, nem okozhat idegrendszeri toxicitdst, és nem lehet hatdssal a
reprodukcidra vagy a fejlédésre. Ujfajta vivéanyagok esetében a vivGanyaggal kezelt kontrollcsoporton feliil egy
placeboval kezelt kontrollcsoportot is be kell iktatni. A kontrollcsoport(ok)ba tartozé dllatokat ugyanolyan médon
kell kezelni, mint a vizsgélati csoportokban lévéket.
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A dézisok beaddsa

19. A vizsgdlt vegyi anyagot és a vivGanyagot olyan dton kell beadni, amely a leginkdbb megkozeliti a lehetséges
emberi expoziciét, valamint amely a kisérleti dllatok vonatkozdsdban rendelkezésre ll6 anyagcsere és eloszldsi
informdci6kon alapul. A beadds dltaldban szdjon 4t torténik (pl. gyomorszonda, tdplalék, ivoviz), de egyéb modok
(pl. bér, inhaldcid) is hasznédlhatok az anyag jellegétSl és a varhaté vagy ismert emberi expozicids utaktdl fiiggGen
(tovabbi Gtmutatds a 43. irdnymutatdsban taldlhaté (8)). A valasztott beaddsi médra vonatkozé dontést indokolni
kell. A vizsgdlt vegyi anyagot minden nap koriilbeliil ugyanabban az idépontban kell beadni.

20. Az egyes allatoknak beadandé dézist dltaldban a legutobbi testtomegmérés eredménye alapjan kell meghatdrozni.
A vembhesség utolsé harmaddban azonban 6vatosan kell eljarni a d6zis bedllitdsakor. Ha talzott toxicitdst észleliink
a kezelt anyadllatokban, akkor azokat humdnus médon extermindlni kell.

21. A vizsgalt vegyi anyagot vagy vivGanyagot minimdlisan naponta kell beadni a pdroztatott ndstényeknek az
implantdcié id6pontjitél (GD 6) kezdve a szoptatds egész idGtartama alatt (PND 21) annak érdekében, hogy a
kolykoket kitegyék a vizsgdlt vegyi anyagnak a pre- és posztnatilis idegrendszeri fejl6dés idGszaka alatt. Azt az
életkort, amikor az adagolds megkezdddik, illetve az adagolds idGtartamdt és gyakorisigdt modositani lehet, ha a
bizonyitékok egy olyan kisérleti elrendezést tdimasztanak ald, amely relevinsabb az emberi expozicié szempont-
jabol. Az adagoldsi id6tartamokat hozzd kell igazitani az egyéb éllatfajokhoz, hogy biztositani lehessen az expozi-
ciot az agy fejlédésének minden korai idészakdban (ami egyenértékii az emberi agy prenatdlis és korai posztnatdlis
novekedésével). Az adagolds indulhat a vemhesség kezdetétdl (GD 0), habar figyelembe kell venni, hogy a vizsgalt
vegyi anyag preimplantacids veszteséget okozhat. Az adagolasnak a vemhesség 6. napjan (GD 6) torténs megkez-
désével elkeriilhetd ez a kockazat, ebben az esetben azonban a 0. és 6. GD kozotti fejlédési szakaszok kezelése
elmarad. Ha a laboratérium kiilsg forrasbdl adott id6ben péroztatott dllatokat vésdrol, akkor az adagolds megkez-
dése nem kivitelezhet8 a paroztatds napjan (GD 0), és igy a GD 6 j6 kezd6nap lehet. A vizsgald laboratériumnak
az adagoldsi rendet a vizsgdlt vegyi anyag hatdsaira vonatkozo 1ényeges informdciok, a kordbbi tapasztalatok és a
logisztikai szempontok alapjan kell megéllapitania; ez magaban foglalhatja az adagoldsnak az elvalasztds utdni
idszakra torténd kiterjesztését is. Nem kezelhet6k az ellés napjan azok az dllatok, amelyek még nem teljesen
ellették meg az utédaikat. Altaldban azt feltételezziik, hogy a kolykok expozicija az anyatej ttjan fog megtor-
ténni; meg kell azonban fontolni a kolykok kozvetlen kezelését is azokban az esetekben, ahol hidnyoznak az
utédok folyamatos expozicijat aldtdmaszté bizonyitékok. Folyamatos expozicidra utald bizonyitékok nyerhetSk
pl. a farmakokinetikai informdciokbdl, az utédokban jelentkezd toxicitdsb6l vagy a biomarkerek véltozdsa-
ibol (28).

MEGFIGYELESEK

Az anyadllatok megfigyelése

22. Az anyadllatok egészségi dllapotdt legaldbb naponta egyszer gondosan meg kell figyelni, ideértve a megbetegedé-
seket és elhulldsokat.

23. A kezelési és megfigyelési idGszak sordn rendszeresen részletesebb klinikai megfigyeléseket is végezni kell (legaldbb
kétszer a vemhességi adagolasi idészak alatt és kétszer a laktaciés adagoldsi periddus alatt), dozisszintenként leg-
aldbb tiz anyadllatban. Az dllatokat az otthonul szolgdlé ketrecen kiviil olyan képzett technikusnak kell megfigy-
elnie, aki nincs tisztdban az édllatok kezelésének részleteivel és standardizélt eljardsokat alkalmaz annak érdekében,
hogy az éllatokat érg stresszt és a megfigyelS elfogultsdgdt minimalizdlni, a megfigyel6k kozti megbizhatdsdgot
pedig maximalizdlni lehessen. Ahol lehetséges, célszert, hogy egy adott vizsgilat megfigyeléseit ugyanaz a tech-
nikus végezze.

24. A megfigyelt tineteket fel kell jegyezni. Ha megoldhat6, a megfigyelt tiinetek erdsségét is fel kell jegyezni.
A klinikai megfigyelések tobbek kozott a bér, a szdrzet, a szemek, a nydlkahdrtydk viltozdsaira, szekrétumok és
autoném aktivitds megjelenésére (pl. konnyezés, sz6rmeredezés, pupillaméret, szokatlan 1égzési mintdzat ésfvagy
szdjon 4t torténd 1égzés, szokatlan vizelés vagy székletiirités) irdnyuljanak.

25.  Rogziteni kell tovabba a testhelyzettel, aktivitdsi szinttel (pl. a standard teriilet csokkent vagy fokozott felderitése)
és a mozgdskoordindciéval kapcsolatos Osszes szokatlan vélaszt is. A jdrds (pl. kacsdzds, ataxia), a testtartds (pl.
pupos tartds) és a megfogdsra, elhelyezésre vagy mds kornyezeti ingerekre adott reakcié megvaltozdsit, valamint a
rdngdsos vagy goércsos mozgdsokat, gorcsos vonagldsokat, remegéseket, sztereotipidkat (pl. tdlzott tisztilkoddst,
szokatlan fejmozgdsokat, ismétl6d6 korbejarast), bizarr viselkedést (pl. harapdst vagy talzott nyalogatst, 6ncson-
kitdst, hatrafelé menést, hangaddst) vagy agressziot is fel kell jegyezni.
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26. A toxicitds tiineteit gondosan fel kell jegyezni, beleértve kialakuldsuk napjit és idSpontjit, a stlyossdgot és az
idgtartamot.

27. Az dllatokat a vizsgélat idGtartama alatt legaldbb hetente egyszer meg kell mérni az adagoldskor, illetve az ellés
napjan vagy annak kornyékén, valamint a 21. posztnatdlis napon (PND 21) is (elvdlasztds). A gyomorszondéval
végzett vizsgalatok esetében az anyadllatokat legaldbb hetente kétszer kell megmérni. A dézist szikség esetén
minden egyes testtomeg-meghatdrozds alkalméval be kell allitani. A tdplélékfogyasztast legaldbb hetente kell mérni
a vemhesség és a szoptatds alatt. A vizfogyasztdst is legaldbb hetente kell mérni, ha az expozici6 a vizellitison
keresztiil torténik.

Az utédok megfigyelése

28.  Minden utdédot legalabb naponta gondosan meg kell figyelni a toxikus hatdsok, valamint a morbiditds és morta-
litds észlelése céljabol.

29. A kezelési és megfigyelési id6szak sordn részletesebb klinikai megfigyeléseket is végezni kell az utédokon. Az
utédokat (nemenként és almonként legalabb 1 kolykot) képzett technikusnak kell megvizsgdlnia, aki nincs tisz-
tdban az dllatok kezelésével és standardizélt eljdrdsokat alkalmaz annak érdekében, hogy a megfigyel§ elfogultsigdt
minimalizdlni, a megfigyel6k kozti megbizhatdésigot pedig maximalizdlni lehessen. Ahol lehetséges, célszerd, hogy
a megfigyeléseket ugyanaz a technikus végezze. A megfigyelt fejl6dési fazisnak megfelelSen legaldbb a 24. és 25.
bekezdésben leirt végpontokat ellendrizni kell.

30. A toxicitds utédokban jelentkez8 minden tiinetét gondosan fel kell jegyezni, beleértve a kialakulds napjit és
id8pontjdt, a salyossdgot és az idGtartamot.

Testi és fejlgdési tdjékozodisi pontok

31. Az elvalasztds el6tti fejlédési tdjékozoddsi pontok (pl. filkagyld kitdruldsa, szem kinyildsa, metszéfog elGtorése)
erGsen korreldlnak a testtomeggel (30) (31). A testi fejlédés legjobb mutatdja a testtomeg lehet. A fejlédési tdjéko-
z6ddsi pontok mérése ezért csak akkor ajdnlott, ha van kordbbi bizonyiték arra, hogy ezek a végpontok tovabbi
informdcibkat nyujtanak. A fenti paraméterek értékelésének idSzitése az 1. tdbldzatban lathatd. A virhaté hatd-
soktdl és a kezdeti mérések eredményeitdl fiiggen tanicsos lehet tovdbbi idépontokat hozzdadni, vagy a méré-
seket mds fejl6dési szakaszokban elvégezni.

32. A testi fejlddés értékelésekor célszerii a posztnatdlis életkor helyett a posztkoitdlis életkort hasznalni (33). Ha a
kolykoket az elvélasztds napjan vizsgaljuk, akkor ajanlott ezt a vizsgdlatot a tényleges elvalasztds eldtt elvégezni,
hogy kikiiszobolhet6 legyen az elvélasztdssal jard stressz zavard hatdsa. Ezenkiviil a kolykok elvalasztas utdni vizs-
gélatdra nem keriilhet sor az elvalasztast kovetS két napban.

1. tdbldzat

A testi és fejlGdési tdjékozoddsi pontok és a funkciondlis/viselkedési végpontok értékelésének iitemezése

)

Eletkori szakaszok . PR 1 Fiatal ivarérett
Végpontok Elvélasztas el6tt () Serdiil6kor () cgyedek ()
Testi és fejldési tajékozodasi pontok
Testtomeg és klinikai megfigyelések hetente () legaldbb minden legaldbb minden

két hétben két hétben

Agytomeg PND 22 (9) befejezéskor
Neuropatoldgia PND 22 (9) befejezéskor
Nemi érés — szitkség szerint —
Egyéb fejl6dési tdjékozodasi pontok () sziikség szerint — —
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Végpontok Eletkori szakaszok Elvilasztds eldtt () Serdiilékor () Fiztgi}ei&,:ﬁé(rb)ett
Funkcionilis|viselkedési végpontok

Viselkedési egyedfejlédés legaldbb két mérés

Motoros aktivitds (beleértve a habitudciot) 1-3 alkalommal (f) — egyszer
Motoros és szenzoros funkci6 — egyszer egyszer
Tanulds és memoria — egyszer egyszer

() Ez a tdbldzat azt a minimélis szdmu alkalmat adja meg, amikor méréseket kell végezni. A védrhat6 hatdsoktdl és a kezdeti
mérések eredményeitdl fliggben tandcsos lehet tovdbbi idSpontokat hozzdadni (pl. idds 4llatok), vagy a méréseket mds fejlg-
dési szakaszokban elvégezni.

() A kolykok vizsgalata az elvélasztds utdni két napban nem javasolt (ldsd a 32. bekezdést). A serdiil§ dllatok tesztelésére ajin-
lott életkorok: tanulds és memoéria = PND 25 + 2; motoros és szenzoros funkcié = PND 25 + 2. A fiatal ivarérett egyedek
tesztelésére ajanlott életkor PND 60-70.

(9 A testtomegeket legaldbb hetente kétszer kell mérni, amikor a gyors testtomeg-gyarapodds idészakaban a kolykok kozvetlen
adagoldst kapnak a dozis bedllitdsa céljdbol.

(9 Az agytomegeket és a neuropatoldgiai elvéltozdsokat adott esetben egy kordbbi id6pontban is lehet értékelni (pl. PND 11)
(ldsd a 39. bekezdést).

) A testtomeg mellett egyéb fejlédési tdjékozdddsi pontokat is rogziteni kell (pl. szem kinyildsa), ha szitkséges (ldsd
a 31. bekezdést).

() Lésd a 35. bekezdést.

33. Az él6 kolykoket meg kell szdmolni és a nemiiket meg kell dllapitani pl. vizudlis vizsgalattal vagy az anogenitdlis
tdvolsdg mérésével (34) (35), illetve az alomban 1évé valamennyi kolykot egyenként meg kell mérni a sziiletéskor
vagy nem sokkal azt kovetSen, valamint legaldbb hetente egyszer a szoptatdsi id6szak alatt, és azt kovetden leg-
alabb kéthetente egyszer. A szexudlis érés értékelése céljabdl a hiivelykinyilds (36) vagy fitymaelvdlds (37) jelentke-
zésekor almonként legaldbb egy him és egy néstény kordt és testtomegét meg kell hatdrozni.

Viselkedési egyedfejlGdés

34. A kivélasztott viselkedések egyedfejlGdését a megfelel§ életkorban, almonként és ivaronként legaldbb egy kolykon
kell mérni, ugyanazokat a kolykoket haszndlva valamennyi vizsgdlati napon az Osszes értékelt viselkedés vizsgala-
tira. A mérési napokat egyenletesen kell elosztani ebben az idGszakban, hogy meghatdrozhaté legyen az adott
magatartds egyedfejldésének normdl vagy a kezeléssel osszefiiggd valtozasa (38). Néhany példa azokra a viselke-
désckre, amelyek egyedfejl6dését értékelni lehet: felegyenesedési reflex, negativ geotaxis és motoros aktivitds (38)
(39) (40).

Motoros aktivitds

35. A motoros aktivitdst (41) (42) (43) (44) (45) az elvdlasztds el6tti idGszakban és feln6tt korban egyardnt monito-
rozni kell. Az elvélasztds idején torténd vizsgdlat tekintetében ldsd a 32. bekezdést. A vizsgdlatnak elegendd ideig
kell tartania ahhoz, hogy demonstralni lehessen a tesztmenet alatti habitudciot a nem kezelt kontrollok esetében.
ErGsen ajinlott a motoros aktivitds haszndlata a viselkedési egyedfejl6dés értékelésére. Ha a viselkedési egyedfej-
16dés vizsgdlatdra haszndljuk, akkor a vizsgdlathoz ugyanazokat az dllatokat kell haszndlni minden elvélasztds
el6tti tesztmenet esetén. A vizsgilatnak elég gyakorinak kell lennie ahhoz, hogy értékelni lehessen a tesztmenet
alatti habitudcié egyedfejldését (44). Ehhez hdrom vagy tobb id6pontra lehet sziikség az elvalasztdst megel6zden,
az elvélasztds napjdt is beleértve (pl. PND 13, 17, 21). Ugyanezen dllatok vagy alomtdrsaik vizsgdlatira felnétt
korban is sort kell keriteni, a vizsgélat befejezésének id6pontja kornyékén (pl. PND 60-70). Vizsgdlatot tovabbi
napokon is lehet végezni, amennyiben szitkséges. A motoros aktivitdst olyan automatizdlt aktivitdsrogzité készii-
lékkel kell monitorozni, amely egyardnt képes észlelni az aktivitds novekedését és csokkenését (vagyis a kiinduldsi
aktivitds az eszkozzel mérve ne legyen olyan alacsony, hogy kizdrja az aktivitds csokkenésének kimutatdsdt, és ne
legyen olyan magas, hogy kizdrja az aktivitds novekedésének kimutatdsit). Minden eszkozt olyan standard eljards-
okkal kell bevizsgalni, amelyek a lehetd legnagyobb mértékben garantdljdk a kiilonb6z8 eszkozok folyamatos és
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megbizhat6 miikodését. A kezelési csoportokat a lehetséges mértékben kiegyensilyozottan kell szétosztani a
késziilékek kozott. Minden dllatot egyedileg kell megvizsgdlni. A kezelési csoportokat ellenstlyozni kell a vizsgélati
iddpontok kozott, hogy kikiiszobolhetd legyen az aktivitds cirkadidn ritmusdnak zavaré hatdsa. Torekedni kell
arra, hogy minimdlisak legyenek a kisérleti koriilmények kozotti eltérések és ne legyenek szisztematikus osszefiig-
gésben a kezeléssel. Valtozok, amelyek hatdssal lehetnek a viselkedés szdmos mutatdjdra, beleértve a motoros akti-
vitdst is: zajszint, a vizsgalati ketrec mérete és alakja, h6mérséklet, relativ paratartalom, fényviszonyok, szagok, az
otthoni ketrec vagy ] vizsgalati ketrec hasznalata és zavaré kornyezeti tényezdk.

Motoros és szenzoros funkcié

36. A motoros és szenzoros funkciot legaldbb egyszer részletesen meg kell vizsgdlni a serdiil§ id@szakban és egyszer a
fiatal feln6tt id8szakban is (pl. PND 60-70). Az elvdlasztds idején torténd vizsgalatra vonatkozéan ldsd
a 32. bekezdést. Elegend§ vizsgdlatot kell végezni annak érdekében, hogy megfelel§ kvantitativ mintavételre
keriiljon sor a szenzoros mddozatok (pl. szomato-szenzoros, vesztibularis) és a motoros funkcidk (pl. er, koordi-
nacid) értékeléséhez. Néhany példa a motoros és szenzoros funkcid vizsgdlataira: extenzor tolberd vélasz (46),
felegyenesedési reflex (47) (48), riasztd hanghatdsokhoz valé hozzaszokds (40) (49) (50) (51) (52) (53) (54), kival-
tott potencidlok (55).

Tanuldsi és memoriatesztek

37. Az asszociativ tanuldsi és memoriatesztet az elvalasztds utdn (pl. 25 £ 2 nap) és fiatal felndttkorban (PND 60 és
idGsebb) kell elvégezni. Az elvélasztds idején torténd vizsgdlat tekintetében ldsd a 32. bekezdést. Ebben a két fejls-
dési szakaszban ugyanazt a vizsgdlatot vagy kiillonbozd vizsgdlatokat is lehet végezni. Az elvilasztott és felndtt
patkdnyok esetében a tanuldsi és memoriavizsgalatok kivdlasztdsakor bizonyos fokd rugalmassdg megengedett. A
vizsgalatokat azonban 1gy kell kialakitani, hogy azok megfeleljenek két kritériumnak. Egyrészt a tanuldst egy tobb
ismételt tanuldsi proba vagy szakasz sordn kialakul6 valtozasként, vagy — az egyetlen prébat tartalmazé vizsgala-
tokban — egy olyan feltételre hivatkozva kell értékelni, amely a tanuldsi tapasztalat nem asszociativ hatdsit szabé-
lyozza. Mésrészt a vizsgalatoknak az eredeti tanulds (akvizicié) mellett tartalmazniuk kell némi memoériamérést is
(rovidtavii vagy hosszi tavil), de ezt a memoériamérést az ugyanebbdl a vizsgdlatbdl nyert akvizicié hidnydban
nem kell jelenteni. Amennyiben a tanuldsi és memdriatesztek kimutatjak a vizsgdlt vegyi anyag hatdsit, mérlegelni
kell tovabbi vizsgédlatok elvégzését az érzékszervi, motivacids ésfvagy a motoros képességek véltozdsain alapuld
alternativ értelmezések kizdrdsa érdekében. A fenti két kritérium mellett ajanlott a tanuldsi és memdriatesztet a
vizsgalat alatt all6 vegyi anyag osztdlydval szemben igazolt érzékenység alapjan kivélasztani, amennyiben ilyen
informdcié rendelkezésre 4ll a szakirodalomban. Ilyen informdci6 hidnyaban néhdny példa azokra a vizsgélatokra,
amelyeket dtalakithatok tigy, hogy megfeleljenek a fenti szempontoknak: passziv elkeriilés (43) (56) (57), »delayed-
matching-to-position« vizsgdlat felnétt patkdnyok (58) és napos patkdnyok esetén (59), olfaktorikus kondiciond-
las (43) (60), Morris-féle vizi labirintus (61) (62) (63), Biel- vagy Cincinnati-labirintus (64) (65), radidlis kar labirin-
tus (66), T-labirintus (43), menetrend-vezérelt viselkedés megszerzése és megtartisa (26) (67) (68). Az elvala-
sztott (26) (27) és a felndtt patkanyok esetében (19) (20) az irodalom tovabbi vizsgalatokat ir le.

Post mortem vizsgilat
38. Az anyadllatokat az utddok levalasztdsa utdn lehet elaltatni.

39. Az utédok neuropatoldgiai értékelését a 22. posztnatdlis napon (PND 22) vagy egy kordbbi, a 11. és 22. posztna-
talis nap (PND 11 és PND 22) kozotti id6pontban, valamint a vizsgdlat befejezésekor huménusan exterminalt 4lla-
tokbdl szdrmazé szoveteken kell elvégezni. A 22. posztnatdlis napon (PND 22) elpusztitott utoédok esetében az
agyi szoveteket kell értékelni; a vizsgalat befejezésekor elpusztitott dllatok esetében a kozponti idegrendszeri (CNS)
és a periférids idegrendszeri (PNS) szovetmintakat is ki kell értékelni. A 22. posztnatdlis napon (PND 22) vagy
kordbban elpusztitott dllatokat immerzidval vagy perfuziéval lehet fixdlni. A vizsgdlat befejezésekor elpusztitott
allatokat perfazioval kell fixalni. A szovetmintdk el6készitésének valamennyi 1épése sordn, az édllatok perfizi6jatol
kezdve a szovetmintdk kimetszésén és a szovetek feldolgozdsan dt a metszetek festéséig, kiegyensulyozott elrende-
zést kell alkalmazni tigy, hogy minden tételnek minden déziscsoportbdl tartalmaznia kell reprezentativ mintékat.
A neuropatoldgidra vonatkozé tovabbi Gtmutatds az OECD 20. irdnymutatdsdban taldlhaté (9), ldsd még (103).

A szovetmintdk feldolgozisa

40. A mdr a boncolds sordn nyilvanvald stlyos rendellenességeket fel kell jegyezni. A szovetmintdknak az idegrendszer
osszes f6bb régidjt reprezentdlniuk kell. A szovetmintakat megfeleld fixaloban kell tartani és a publikalt standard
szovettani protokolloknak megfelelGen kell feldolgozni (69) (70) (71) (103). A paraffin-bedgyazds elfogadhaté a
kozponti idegrendszerbdl és a periférids idegrendszerbdl szdrmazé szovetek esetében, de fixalds utdn ajdnlott lehet
az ozmium haszndlata epoxi-bedgyazdssal kombindlva, amennyiben magasabb felbontdsra van sziikség (pl. perifé-
rids idegek esetében, ha periférids neuropdtia gyandja meriil fel és/vagy a periférids idegek morfometriai analizise
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céljabol). A morfometriai analizis céljira gytijtott agyszoveteket minden dézisszinten egyidejtleg kell a megfelel§
kozegbe dgyazni annak érdekében, hogy elkeriiliék a zsugoroddsi mtitermékek kialakuldsdt, amelyek a fixdlo-
szerben val6 hosszabb tdroldshoz tarsulhatnak (6).

Neuropatoldgiai vizsgdlatok
41. A kvalitativ vizsgdlat céljai:

i. a neuropatoldgiai valtozasokat mutatd régidk beazonositdsa az idegrendszeren beliil;
ii. a vizsgdlt vegyi anyaggal tortént expoziciobdl ered§ neuropatoldgiai elvaltozasok tipusainak meghatdrozdsa; és
iii. a neuropatoldgiai valtozdsok stilyossigi tartomdnydnak meghatérozdsa.

A neuropatoldgiai elvéltozdsok kimutatdsa céljdbdl a szévetmintdk reprezentativ szdvettani metszeteinek mikro-
szkopos vizsgalatdit megfeleléen képzett patologusnak kell elvégeznie. Minden neuropatolégiai elvaltozdshoz
hozza kell rendelni egy szubjektiv fokot, amely az elvéltozds silyossagit jelzi. A hematoxilin-eozin festés elegendd
lehet a 22. posztnatilis napon (PND 22) vagy kordbban humdnusan extermindlt dllatok agyi metszeteinek kiérté-
kelésére. A vizsgalat befejezésekor elpusztitott dllatokbdl szdrmazé kozponti és periférids idegrendszeri metszetek
esetében azonban a myelin festés (pl. Luxol Fast Blue/krezilibolya) vagy az eziist festés (pl. Bielschowsky- vagy
Bodians-festés) ajanlott. Figyelembe véve a patologus szakmai értékelését és a megfigyelt elvéltoztatisok jellegét,
egyéb festési modszerek alkalmazdsa is megfelel6nek tekinthetd bizonyos tipusti elvéltozdsok azonositdsa és
jellemzése céljabdl (pl. glidlis fibrillris savas fehérje (GFAP) vagy lektin hisztokémia a glidlis és mikroglidlis elvalto-
zasok értékelésére (72), fluoro-jade festés a nekrdzis kimutatdsdra (73) (74), vagy eziist festés a specifikus idegi
degeneracié kimutatdsara (75)).

42.  Morfometriai (mennyiségi) értékelést kell végezni, mivel ezek az adatok segithetnek a kezeléssel Osszefiiggd
hatdsok kimutatdsdban és értékes segitséget nytjtanak az agy tomegében vagy morfoldgidjaban a kezeléssel ossze-
tiiggésben kialakuld kiilonbségek értelmezése sordn (76) (77). Az idegszoveti mintat gy kell levenni és el6készi-
teni, hogy az lehet6vé tegye a morfoldgiai értékelést. A morfometriai értékelések kozé tartozik példdul a specifikus
agyi régidk linedris vagy teriileti mérése (78). A linedris vagy teriileti mérések megbizhaté mikroszkopikus tdjéko-
z6ddsi pontok alapjin gondosan kivalasztott homol6g metszetek haszndlatdt kovetelik meg (6). Sztereoldgidt lehet
haszndlni a kezelések egyes paraméterekre, mint példdul bizonyos neuroanatémiai régiok térfogatdra vagy sejt-
jeinek szdmadra gyakorolt hatdsainak azonositdsdra (79) (80) (81) (82) (83) (84).

43. Az agyakat meg kell vizsgdlni a kezeléssel Gsszefiiggé neuropatoldgiai elvéltozdsokra és megfelel§ mintdkat kell
venni minden nagyobb agyi régiobol (pl. szagléhagymadk, cerebralis cortex, hippocampus, bazilis ganglionok,
thalamus, hypothalamus, kozépagy (tectum, tegmentum, és agyi pedunculusok), hid, nydltveld, kisagy) az alapos
vizsgdlat érdekében. Fontos, hogy a metszeteket az Osszes dllat esetében ugyanabban a sikban kell késziteni. A
vizsgdlat befejezésekor humdnusan elpusztitott feln6tt egyedek esetében a gerincveld és a periférids idegrendszer
reprezentativ részeibdl kell mintdt venni. A vizsgalt teriileteknek magukban kell foglalniuk a szemet a latéideggel
és a retindval, a gerincvel6t a nyaki és dgyéki megvastagoddsndl, a dorzdlis és ventralis ideggyokérrostokat, a proxi-
malis iil6ideget, a proximalis sipcsonti ideget (a térdnél) és a sipcsonti ideg ldbikraizom-dgait. A gerincvel6bdl és a
periférids idegekbdl készitett metszeteknek mind keresztirdnyd vagy hardnt irdnyd, mind hosszanti metszeteket
tartalmazniuk kell.

44. A neuropatoldgiai értékelésnek a celluldris elvéltozasok (pl. neurondlis vakuolizdcid, degeneraci6, nekrézis) és a
szoveti elvaltozdsok (pl. glidzis, leukocita infiltracid, cisztaképzddés) vizsgdlata mellett magdban kell foglalnia az
idegrendszert ért fejlédési kdrosoddsok vizsgélatat is (6) (85) (86) (87) (88) (89). Ebben a tekintetben fontos, hogy
a kezeléssel Osszefiiggd hatdsokat meg kell kilonboztetni a normadlis fejlédési eseményektdl, amelyek az éllat
elpusztitdsinak id6pontjdban zajlé fejlédési szakaszban el6fordulhatnak (90). A fejlédési kdrosoddsokat jelzd
jelent6s elvaltozasok kozé tartoznak egyebek kozott:

— a szaglohagymak, a nagyagy és a kisagy brutté méretének és alakjanak megvéltozasa,

— a killonboz§ agyi régidk relativ méretének valtozdsai, beleértve a régiok méretének a normdlis koriilmények
kozott dtmeneti sejtpopuldcidk vagy axondlis projekciok elvesztése vagy fennmaraddsa miatti csokkenését vagy
novekedését (pl. a kisagy kiils6 germindlis rétege, corpus callosum),

— a proliferdcid, migracié és differencidlodds elvéltozdsai, amelyet a tdlzott mértékd apoptozist vagy nekrozist
mutatd teriiletek, az ektdpids, dezorientdlt vagy hibds alakuldsti neuronok klaszterei vagy szétszort populdcidi,
illetve az agykérgi struktirdk kiilonbozg rétegeinek relativ méretében kialakult médosuldsok jeleznek,
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— a myelinizdciés mintdk elvéltozdsai, beleértve a myelinhiivelyes struktirdk méretének csokkenését vagy
megvaltozott festddését,

— hydrocephalusra utalé bizonyiték, killondsen a kamrdk megnagyobbodasa, az agyi vizvezeték szkiilete és az
agyféltekék elvékonyodisa.

A neuropatoldgiai elvaltozisok dézis-vilasz osszefiiggéseinek elemzése

45. A kvalitativ és kvantitativ neuropatoldgiai analizisek céljdra az alabbi tobblépcsGs eljrds ajanlott. El6szor a magas
dézissal kezelt csoport metszeteit Osszehasonlitjuk a kontrollcsoport metszeteivel. Ha a magas dozissal kezelt
csoportbdl szarmazé allatokban nem taldlhat6 bizonyiték neuropatoldgiai elvaltozdsokra, nincs szitkség tovabbi
analizisre. Ha neuropatoldgiai elvdltozdsok taldlhatok a magas dozissal kezelt csoportban, meg kell vizsgalni a
kozepes és az alacsony doézissal kezelt csoportokbdl szdrmazé éllatokat. Ha a magas doézissal kezelt csoportot
elhullds vagy mds zavaré toxicitds miatt fel kell szdmolni, a magas és a kozepes dozissal kezelt csoportokat meg
kell vizsgdlni neuropatoldgiai elvdltozdsokra. Ha a neurotoxicitds barmilyen jele mutatkozik a kisebb dézissal
kezelt csoportokban, neuropatoldgiai analizist kell végezni. Ha a kvalitativ vagy kvantitativ vizsgalat sordn a keze-
1éssel osszefliggd neuropatoldgiai elvaltozdsok mutatkoznak, valamennyi déziscsoport valamennyi dllatdnak érté-
kelése alapjan meg kell hatdrozni az el6fordulds dézisfuiggését, a 1ézidk vagy morfoldgiai elvéltozasok gyakorisdgdt
és stlyossagi fokdt. Az agy neuropatoldgiai elvéltoztatdst mutaté valamennyi régidjat be kell vonni ebbe az értéke-
lésbe. A 1éziok minden tipusa esetében be kell mutatni az egyes stlyossagi fokok meghatdrozésdra haszndlt jellem-
z6ket, megjelolve azokat a jellemzdket, amelyek alapjan kiilonbséget tettiink az egyes fokozatok kozott. Az egyes
1éziok gyakorisdgat és stilyossagdt fel kell jegyezni, és statisztikai elemzést kell végezni a ddzis-hatds Gsszefiiggés
értékelése céljabol. Koddal elldtott metszetek hasznélata ajanlott (91).

ADATOK ES JEGYZOKONYVEZES

Adatok

46. Az adatokat killon-kiilon és tdbldzatos formdban osszesitve is jegyz6konyvezni kell, minden egyes vizsgalt csoport
esetében megjelenitve az elvdltozdsok tipusat és az egyes elvéltozdsokat mutaté anyadllatok, utédok (nem szerint)
és almok szdmat. Ha az utédokndl kozvetlen posztnatilis expoziciét végeztiink, az Gtvonalat, valamint az expo-
zici6 idGtartamadt és idGszakat is jegyz6konyvezni kell.

Az eredmények értékelése és értelmezése

47. A fejl6dési neurotoxicitdsi vizsgalat tdjékoztatdst nydjt egy vegyi anyaggal az in utero és a korai posztnatdlis
fejlédés sordn tortént ismételt expozicidé hatdsairl. Mivel mind az altalinos toxicitdsi, mind pedig a fejlédési
neurotoxicitdsi végpontokra hangsulyt fektetnek, a vizsgdlat eredményei lehetévé teszik az dltaldnos anyai toxicitds
hidnyaban is fellépd idegfejlédési hatdsok megkilonboztetését azoktdl, amelyek az anyadllatra is csak toxikus
szintek mellett fejez6dnek ki. A vizsgdlati elrendezésen beliili bonyolult 6sszefiiggések, a statisztikai elemzés,
illetve az adatok bioldgiai jelentSsége miatt a fejlédési neurotoxicitdsi adatok megfelel§ értelmezéséhez szakértsi
értékelésre van sziikség (107) (109). A vizsgilati eredmények értelmezéséhez a bizonyitékok sdlydn alapuld
megkozelitést kell alkalmazni (20) (92) (93) (94). A viselkedési vagy morfolégiai eredmények mintdzatait, ha
vannak ilyenek, valamint a dézis-vdlaszra utalé bizonyitékokat meg kell vitatni. A fejlédési neurotoxicitds értéke-
lése szempontjabol 1ényeges valamennyi vizsgdlatbdl szdrmazé adatokat bele kell foglalni kell ebbe a jellemzésbe,
beleértve az emberi epidemioldgiai vizsgdlatokat vagy esettanulmanyokat, illetve az dllatkisérleteket (pl. toxikoki-
netikai adatok, szerkezet-hatds informdacidk és egyéb toxicitdsi vizsgélatok adatai). Ez magdban foglalja a vizsgalt
vegyl anyag dozisai és a neurotoxikus hatds jelenléte vagy hidnya, gyakorisiga és mértéke (nemenként) kozotti
kapcsolatot (20) (95).

48. Az adatok értékelésének tartalmaznia kell a bioldgiai és a statisztikai szignifikancia diszkusszidjat. A statisztikai
elemzést olyan eszkoznek kell tekinteni, amely inkdbb segiti, mintsem meghatdrozza az adatok értelmezését.
Egyedill a statisztikai szignifikancia hidnya alapjdn nem lehet a kezeléssel Osszefiigg$ hatds hidnydra vonatkozd
kovetkeztetést levonni, és egyediil a statisztikai szignifikancia alapjan nem lehet a kezeléssel Gsszefiiggd hatdsra
sem kovetkeztetni. Az esetleges hamis negativ eredmények és a »negativ tények bizonyitdsinak« nehézségei elleni
védekezés érdekében targyalni kell a rendelkezésre dll6 pozitiv és torténeti kontroll adatokat, killondsen akkor, ha
nem mutatkoztak kezeléssel Osszefiiggé hatdsok (102) (106). A hamis pozitiv eredmények val6szindségét az
adatok teljes statisztikai értékelésének fényében kell targyalni (96). Az értékelésnek tartalmaznia kell a megfigyelt
neuropatolgiai és viselkedési véltozdsok kozotti kapcsolatot, ha van ilyen.
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49.

50.

Minden eredményt elemezni kell a kisérleti elrendezésnek megfelel§ statisztikai modellekkel (108). A paraméteres
és nem paraméteres elemzés kozotti valasztdst meg kell indokolni, figyelembe véve olyan tényezdket, mint példaul
az adatok jellege (transzformdlt vagy nem), eloszldsa, valamint a kivélasztott statisztikai elemzési mddszer relativ
robusztussdga. A vizsgdlat céljdnak és elrendezésének ttmutatéul kell szolgdlnia a statisztikai elemzési modszer
kivélasztdsakor, hogy minimalizdlni lehessen az I-es tipusti (hamis pozitiv) és a Il-es tipust (hamis negativ)
hibdkat (96) (97) (104) (105). Az egyszerre tobbet ell§ fajokat haszndld fejlddési vizsgalatok esetében, ahol almon-
ként tobb kolykot vizsgalunk, a statisztikai modellnek az almot is tartalmaznia kell, hogy csokkenteni lehessen az
[-es tipust hibak ardnyat (98) (99) (100) (101). Statisztikai mértékegységiil az almot kell valasztani, nem a kolykot.
A kisérleteket gy kell megtervezni, hogy az alomtarsakat ne tekintsiik 6nallé6 megfigyelésnek. Az ugyanabban az
alanyban tobbszor mért végpontot olyan statisztikai modellel kell elemezni, amely figyelembe veszi, hogy ezek

nem fuiggetlen mérések.
Vizsgilati jegyz8konyv

A vizsgélati jegyz8konyvnek a kovetkezdket kell tartalmaznia:

Vizsgdlt vegyi anyag:

— fizikai jelleg és szitkség szerint a fizikai és kémiai tulajdonsdgok,
— azonositd adatok, beleértve a forrast is,

— a készitmény tisztasdga, az ismert és/vagy vdrhat6 szennyezGdések.

Vivéanyag (ha van):

— a vivSanyag kivélasztdsinak indokoldsa, ha az nem viz vagy fiziol6gids s6oldat.

Kisérleti dllatok:

— az alkalmazott faj és torzs, és a patkanytdl eltérd faj valasztasanak indokoldsa,
— a kisérleti dllatok széllitdja,

— az allatok szdma, kora a vizsgélat kezdetekor, neme,

— az éllatok szdrmazdsa, tartdsi koriilmények, takarmdny, viz stb.,

— az egyes allatok testtomege a vizsgélat kezdetekor.

Vizsgdlati koriilmények:

— az adagoldsi szintek megvalasztdsinak indokoldsa,

— az adagoldsi utvonal és id6szak megvdlasztdsanak indokoldsa,

— a beadott dézisok, ezen belill a vivGanyagra, valamint a beadott anyag térfogatdra és fizikai formdjéra vonat-

kozé adatok részletes leirdsa,

— a vizsgélt vegyi anyag formuldzdsdval/a takarmdny el6készitésével, az elért koncentréciéval, a készitmény stabi-

litdsdval és homogenitdsdval kapcsolatos adatok,

— az anyadllatok és az utddok egyedi azonositdsra haszndlt médszer,

— azon randomizdldsi eljdrds(ok) részletes leirdsa, amelye(ke)t az anyadllatok kezelési csoportokhoz valé hozzé-
rendelésére, a kolykok selejtezésre torténd kivélasztdsdra, valamint a kolykok tesztcsoportokhoz valé hozzi-

rendelésére felhasznéltunk,

— a vizsgélt vegyi anyag beaddsdra vonatkozé adatok,

— ha alkalmazando, a vizsgalt vegyi anyag takarmanyban/ivovizben 1év6 koncentricibjanak (ppm) dtszdmitdsa a

tényleges dozisra (mg/testtomeg kg/nap),
— kornyezeti feltételek,
— a taplalék és a viz mindsége (pl. csapviz, desztilldlt viz),

— a vizsgélat kezdetének és végének napja.
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Megfigyelések és vizsgdlati eljdrdsok:

— a megfigyelések és az eljardsok szabvényositdsira hasznélt eljrdsok, valamint a megfigyelések pontozéisdra
szolgdld operativ definiciok részletes leirésa,

— az alkalmazott vizsgdlati eljardsok listdja az alkalmazdsuk indokoldséval,

— az alkalmazott viselkedési/funkciondlis, patoldgiai, neurokémiai és elektrofizioldgiai eljardsok részletei, bele-
értve az automatizdlt eszkozokre vonatkozd informdciokat és adatokat is,

— az eszkozok kalibréldsat szolgdld és egyenértékiiségiiket biztosito, illetve a kezelési csoportoknak a vizsgalati
eljarasokban vald kiegyensulyozdsat biztosito eljardsok,

— minden, szakmai megitélést igénylS dontés rovid indokoldsa.

Eredmények (egyenként és Gsszefoglaldan, sziikség szerint kozépértékek és szordsnégyzetek megaddsdval):

— az éllatok szdma a vizsgdlat kezdetén és végén,

— az egyes vizsgalati modszerekhez felhaszndlt dllatok és almok szdma,
— az egyes allatok és szdrmazdsi almuk azonosit6 szdma,

— az alomméret és az dtlagos sziiletéskori testtomeg nemenként,

— a testtomegre és a testtomeg véltozdsdra vonatkozé adatok, beleértve az anyadllatoknak és az utédoknak a
vizsgélat befejezésekor mért testtomegét is,

— takarmdnyfogyasztdsi és indokolt esetben vizfogyasztdsi adatok (példdul ha a vizsgdlt vegyi anyagot vizzel

adtuk be),

— a toxikus reakci6kra vonatkoz6 adatok nemek és adagoldsi szint szerint, beleértve a toxicitds jeleit vagy az
elhulldst, beleértve adott esetben az elhullds okat és idSpontjat is,

— a részletes klinikai megfigyelések jellege, sulyossiga, idStartama, a fellépés napja, id6pontja és lefolydsa,

— a fejlédési tajékozddasi pontok (testtomeg, szexudlis érés és viselkedési egyedfejlédés) pontszdmai az egyes
megfigyelési id6pontokban,

— a viselkedési, funkciondlis, neuropatoldgiai, neurokémiai, elektrofizioldgiai eredmények részletes lefrdsa nemek
szerint, beleértve a kontrollokhoz viszonyitott novekedéseket és csokkenéseket is,

— boncoldsi eredmények,
— agytomegek,

— a neuroldgiai tiinetekbdl és 1€zi6kbol levezetett diagndzisok, beleértve a természetesen el6forduld betegségeket
vagy dllapotokat is,

— ajellemzdnek tekintett leletekrdl késziilt képek,
— a morfometridra haszndlt metszetek homol4g voltdnak értékelésére szolgdlé kis nagyitast képek,

— felszivddasi és anyagcsereadatok, beleértve a kiilon toxikokinetikai vizsgalatbdl szdrmazé kiegészitS adatokat
is, ha volt ilyen,

— az eredmények statisztikai feldolgozdsa, beleértve az adatok és az eredmények elemzésére haszndlt statisztikai
modelleket is, fiiggetleniil attdl, hogy szignifikdnsak voltak-e vagy sem,

— a vizsgdld személyzet névjegyzéke, beleértve a szakmai képzéseket is.

Az eredmények diszkusszidja:

— ddzis-hatds informéciok nemenként és csoportonként,

— bérmely mds toxikus hatds és a vizsgdlt vegyi anyag neurotoxicitdsi potencidljaval kapcsolatban levont kévet-
keztetések kapcsolata nemenként és csoportonként,
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— a toxikokinetikai informdciok (ha vannak ilyenek) hatdsa a kovetkeztetésekre,
— hasonlésdgok barmely ismert neurotoxikus anyag hatdsaival,

— a vizsgélati médszer megbizhatésagat és érzékenységét aldtdmaszté adatok (pozitiv és torténeti kontrolla-

datok),
— a neuropatoldgiai és a funkciondlis hatdsok kozotti kapcsolatok, ha vannak ilyenek,

— NOAEL- vagy benchmarkdézis az anyadllatok és az utédok esetében, nemenként és csoportonként.

Kovetkeztetések:

— az adatok értelmezésének atfogd diszkusszibja az eredmények alapjdn, beleértve az arra vonatkozé kovetkezte-
tést, hogy a vizsgdlt vegyi anyag okozott-e fejl6dési neurotoxicitdst vagy sem, valamint a NOAEL-t is.
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1. dbra

Altalinos vizsgalati elrendezés a funkciondlis|viselkedési tesztekhez, a neuropatolégiai értékeléshez és az agyto-
megek vizsgilatdhoz. Ez a vézlatrajz a 13-15. bekezdésben foglalt leirdson alapul (PND = posztnatilis nap). Az
dllatok besoroldsira vonatkoz6 példik az 1. fiiggelékben taldlhatok.

Koériilbeliil 20 alom csoport

Utédok: koriilbeliil 80/nem/csoport:

A 4. posztnatdlis napon vagy azt megel6z&en kivilogatva a
kovetkezd, vélasztas el6tti és utdni vizsgdlatokhoz:

Klinikai megfigyelések és testtomeg (minden dllat)
Részletes klinikai megfigyelés (20 nem csoport)
Viselkedési egyedfejl6dés (20 nem csoport)
Motoros aktivitds (20 nem csoport)
Ivarérés (20 nem csoport)

Motoros és szenzoros funkcié (20 nem csoport)
Tanulds és meméria (10-20 nem csoport)

A 4

Neuropatoldgia:
PND 11-22

10/nem/csoport:
az agyak immerziés vagy
perfazids fixdldsa a

neuropatolégia értékeléshez.

Agytomeg (fixdlt).

Egyéb lehetdség: tovabbi
vizsgdlatok

10/nem/csoport:
agytomeg (fixlatlan)

Neuropatoldgia:
PXD 70 (vizsgilat vége)

10/nem/csoport:
az agyak perfazids fixdldsa a

neuropatologiai értékeléshez.

10/nem/csoport:
agytorneg (fixdlatlan)

Neuropatologia nem
sziikséges.

40-50/nem/csoport:

Egyéb lehetség: tovabbi
vizsgdlatok
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1. fiiggelék

1. A lehetséges besoroldsokra vonatkoz6 példdak bemutatdsa szoveges és tabldzatos formdban az aldbbiakban taldl-
haté. Ezek a példdk annak illusztrdldsdra szolgdlnak, hogy a vizsgdlati dllatok kiillonbo6zd tesztelési paradigmédkba
val6 besoroldsa t6bb kiillonb6zé médon is elvégezhetd.

1. példa

2. Nemenként és dézisszintenként 20 kolykot (azaz almonként 1 him és 1 néstény kolykot) haszndlunk a viselkedési
egyedfejlédés elvilasztds eldtti tesztelésére. Ezek kozil az dllatok koziil nemenként és dézisszintenként 10 kolykot
(azaz almonként 1 him vagy 1 ndstény kolykot) a 22. posztnatdlis napon (PND 22) humdanusan elpusztitunk. Az
agyakat eltdvolitjuk, lemérjiik, és feldolgozzuk a szovettani értékeléshez. Ezen tilmenGen agytomeg-adatokat gytij-
tiink a dozisszintenként fennmarad6 10 him és 10 néstény éllat fixalatlan agydnak felhasznaldsdval.

3. Nemenként és dozisszintenként tovdbbi 20 allatot (azaz almonként 1 him és 1 ndstény kolykot) haszndlunk az
elvélasztds utdni funkciondlis/viselkedési tesztek céljdra (részletes klinikai vizsgdlatok, motoros aktivitds, riasztd
hanghatdsok és kognitiv funkciok tesztelése serdiil§ dllatokban) és a szexudlis éréskori életkor értékelésére. Ezek
koziil az dllatok koziil nemenként és dézisszintenként 10 kolykot (azaz almonként 1 him vagy 1 néstény kolykot)
a vizsgdlat befejezésekor (kb. PND 70) elaltatunk és perfiiziéval rogzitiink. Tovdbbi in situ fixaldst kovetSen az
agyat eltavolitjuk, és feldolgozzuk a neuropatoldgiai értékeléshez.

4. A kognitiv funkcidk fiatal felnétt egyedekben (pl. PND 60-70) torténd vizsgdlatdhoz egy harmadik adag, nemen-
ként és dozisszintenként 20 db (azaz almonként 1 him és 1 néstény) kolykot kell haszndlni. Ezek koziil az allatok
koziil nemenként és csoportonként 10 éllatot (almonként 1 him vagy 1 néstény egyedet) a vizsgalat befejezésekor
el kell pusztitani, az agyakat el kell tavolitani, majd megmérni.

5. A maradék 20 allat/nem/csoport esetleges tovabbi vizsgalatok szdmdra van fenntartva.

1. tdbldzat

Kolyok sorszdma () | A vizsgélatba besorolt kslykok Vizsgalat/Teszt
szama
h n
1 5 20h +20n Viselkedési egyedfejlédés
10h+10n PND 22 agytomeg/neuropatoldgia/morfometria
10h+10n PND 22 agytomeg
2 6 20h+20n Részletes klinikai megfigyelések
20h+20n Motoros aktivitds
20h+20n Nemi érés
20h+20n Motoros és szenzoros funkci6
20h+20n Tanulds és memoria (PND 25)
10h+10n Fiatal felnétt agytomeg/neuropatol6gia/morfometria ~PND 70
3 7 20h+20n Tanulds és memoria (fiatal felnétt egyedek)
10h+10n Fiatal felnétt agytomeg ~PND 70
4 8 — Tartalék dllatok pétlds vagy tovabbi tesztek céljara

(%) Ebben a példdban az almokat leredukaljuk 4 him + 4 ndstény egyedre; a him kolykoket 1-t6l 4-ig, ndstény kolykoket 5-t6l
8-ig szdmozzuk.
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2. példa

6.  Nemenként és dozisszintenként 20 kolykot (azaz almonként 1 him és 1 néstény) haszndlunk a viselkedési egyed-
fejlédés elvalasztas el6tti tesztelésére. Ezek kozill az allatok kozil nemenként és dozisszintenként 10 kolykot
(almonként 1 him vagy 1 néstény kolykot) humdnusan elpusztitunk a 11. posztnatilis napon (PND 11). Az
agyakat eltdvolitjuk, lemérjiik, és feldolgozzuk a szovettani értékeléshez.

7. Nemenként és dozisszintenként tovdbbi 20 allatot (azaz almonként 1 him és 1 néstény kolykot) hasznalunk az
elvalasztas utani vizsgalatok céljdra (részletes klinikai megfigyelések, motoros aktivitds, a szexualis éréskori életkor
értékelése, motoros és szenzoros funkcio). Ezek koziil az dllatok koziil nemenként és dozisszintenként 10 kolykot
(azaz almonként 1 him vagy 1 ndstény kolykot) a vizsgdlat befejezésekor (kb. PND 70) elaltatunk és perfazioval
rogzitiink. Tovabbi in situ fixdldst kovetSen az agyat eltdvolitjuk, megmérjiik, és feldolgozzuk a neuropatoldgiai
értékeléshez.

8. A kognitiv funkcidk serdil§ és fiatal feln6tt egyedekben torténd vizsgdlatdhoz nemenként és dozisszinten-
ként 10 db kolykot haszndlunk (azaz almonként 1 him és 1 néstény kolykot). Kiilonbozg allatokat haszndlunk a
kognitiv funkcid vizsgdlatdhoz a 23. posztnatdlis napon (PND 23) és fiatal felnSttekben. A vizsgélat befejezésekor
a felndttkorban vizsgiland6é nemenkénti és csoportonkénti 10 éllatot elpusztitjuk, majd az agyakat eltdvolitjuk és
megmérjik.

9. A vizsgdlatra ki nem valasztott maradék 20 db/nem/csoport allatot az elvalasztaskor elpusztitjuk és eltdvolitjuk.

2. tdbldzat

Koélyok sorszdma () | A vizsgdlatba b}esorolt kolykok Vizsgalat/Teszt
Szama
h n
1 5 20h+20n Viselkedési egyedfejlédés
10h+10n PND 11 agytémeg/neuropatolégia/morfometria
2 6 20h+20n Részletes klinikai megfigyelések
20h+20n Motoros aktivitds
20h +20n Nemi érés
20h+20n Motoros és szenzoros funkcié
10h+10n Fiatal felnétt agytdomeg/neuropatol6gia/morfometria ~PND 70
3 7 10h + 10 n () Tanulds és memoria (PND 23)
3 7 10 h + 10 n () Tanulds és memoria (fiatal felndtt egyedek)
Fiatal feln6tt agytomeg
4 8 — Az dllatokat a 21. posztnatdlis napon (PND 21) elpusztitjuk és
eltavolitjuk.

(") Ebben a példdban az almokat leredukdljuk 4 him + 4 ndstény egyedre; a him kolykoket 1-t6l 4-ig, ndstény kolykoket 5-t6l
8-ig szdmozzuk meg.

() Kiilonbozd kolykoket haszndlunk a kognitiv funkcié vizsgélatdhoz a 23. posztnatilis napon (PND 23) és fiatal feln6ttekben
(pl. paros/pdratlan alom az 6sszesen 20 alombdl).

3. példa

10.  Nemenként és dozisszintenként 20 kolykot (azaz almonként 1 him és 1 néstény kolykot) haszndlunk a 11. poszt-
natalis napon (PND 11) az agytomeg mérésére és a neuropatoldgiai értékelésre. Ezek kozil az dllatok koziil
nemenként és dozisszintenként 10 kolykot (azaz almonként 1 him vagy 1 néstény kolykot) a 11. posztnatdlis
napon (PND 11) humdnusan elpusztitunk, majd az agyakat eltavolitjuk, lemérjiik és feldolgozzuk a kérszovettani
értékeléshez. Ezen tdlmenden agytomeg-adatokat gydjtiink a dézisszintenként fennmaradé 10 him és 10 néstény
allat fixalatlan agydnak felhaszndldsdval.
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11.

12.

13.

Nemenként és dozisszintenként tovabbi 20 dllatot (azaz almonként 1 him és 1 néstény kolykot) haszndlunk a
viselkedési egyedfejlédés (motoros aktivitds) értékelésére, illetve az elvdlasztds utdni vizsgalatok céljdra (motoros
aktivitds, a szexudlis éréskori életkor értékelése), valamint a serdiil6kori kognitiv funkci6 tesztelésére.

Nemenként és doézisszintenként tovabbi 20 allatot (azaz almonként 1 him és 1 ndstény kolykot) haszndlunk a
motoros és szenzoros funkcids tesztek (riaszté hanghatdsok) és a részletes klinikai megfigyelések céljara. Ezek
kozil az dllatok koziil nemenként és dézisszintenként 10 kolykot (azaz almonként 1 him vagy 1 néstény kolykot)
a vizsgdlat befejezésekor (kb. PND 70) elaltatunk és perfazidval rogzitiink. Tovébbi in situ fixaldst kovetSen az
agyat eltavolitjuk, megmérjiik, és feldolgozzuk a neuropatoldgiai értékeléshez.

Nemenként és dozisszintenként tovabbi 20 éllatot (azaz almonként 1 him és 1 néstény kolykot) haszndlunk a
fiatal felndtt egyedek kognitiv funkci6janak tesztelésére. Ezek koziil az dllatok kozill nemenként és csoportonként
10 éllatot (azaz almonként 1 him vagy 1 néstény egyedet) a vizsgalat befejezésekor elpusztitunk, az agyakat eltd-

volitjuk, majd megmérjiik.

3. tdbldzat

Kolyok sorszdma () | A vizsgalatba b’esorolt kolykok Vizsgdlat/Teszt
Szama

h n

1 5 10h+10n PND 11 agytémeg/neuropatolégia/morfometria
10h+10n PND 11 agytomeg

2 6 20h+20n Viselkedési egyedfejlédés (motoros aktivitds)
20h+20n Motoros aktivitds
20h+20n Nemi érés
20h+20n Tanulds és memoria (PND 27)

3 7 20h+20n Riaszt6 hanghatdsok (serdiil6k és fiatal felnétt egyedek)
20h+20n Részletes klinikai megfigyelések
10h+10n Fiatal felndtt agytomeg/neuropatoldgia/morfometria ~PND 70

4 8 20h+20n Tanulds és memoria (fiatal felnétt egyedek)
10h+10n Fiatal felndtt agytomeg

(%) Ebben a példdban az almokat leredukdljuk 4 him + 4 néstény egyedre; a him kolykoket 1-t6l 4-ig, néstény kolykoket 5-t6l

8-ig szdmozzuk.
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2. fuggelék

Fogalommeghatirozisok
Vegyi anyag: egy anyag vagy keverék

Vizsgélt vegyi anyag: barmely, e vizsgdlati modszer alkalmazdséval vizsgdlt anyag vagy keverék.
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B.54. UTEROTROFIKUS BIOLOGIAI VIZSGALAT RAGCSALOKBAN: GYORS SZUROVIZSGALAT AZ OSZTROGEN-
SZERU TULAJDONSAGOK KIMUTATASARA

BEVEZETES

1. Ez a vizsgdlati mddszer egyenértékdi az OECD 440. vizsgdlati irinymutatdsdban (2007) leirt mddszerrel. Az
OECD 1998-ban a meglévd vizsgdlati irinymutatdsok feliilvizsgdlatdra, valamint az endokrin rendszert esetlegesen
kdrosit6 anyagok kisztirésére és vizsgalatira vonatkozé 1 vizsgdlati irdinymutatdsok kidolgozdsdra irdnyuld, ki-
emelt fontossagu tevékenységet inditott (1). A tevékenység egyik eleme a ragcsdlé uterotrofikus bioldgiai vizsgélati
iranymutatdsdnak kidolgozasa volt. A ragcsdlé uterotrofikus bioldgiai vizsgalatdt ezutdn egy alapos validdlasi prog-
ramnak vetették ald, beleértve a részletes hittér-dokumentécié osszedllitdsit (2) (3), valamint a kiterjedt laboratéri-
umon beliili és laboratériumok kozotti vizsgdlatokat, amelyek a bioldgiai vizsgdlat relevancidjat és reprodukalhaté-
sagdt vizsgéltdk erGs referencia-Osztrogénnel, gyenge Osztrogén-receptor agonistdkkal, erds Osztrogén-receptor
antagonistdval, illetve negativ referencia vegyi anyaggal (4) (5) (6) (7) (8) (9). A B.54 vizsgélati médszer a validaldsi
tesztprogram sordn szerzett tapasztalatokon és az osztrogén agonistdkkal kapcsolatban ennek keretében gydjtott
eredményeken alapul.

2. Az uterotrofikus bioldgiai vizsgalat egy gyors sziirGvizsgalat, amelyet eredetileg az 1930-as években fejlesztettek
ki (27) (28), és els6ként egy szakértdi bizottsdg szabvanyositotta szlirés céljdra 1962-ben (32) (35). A vizsgdlat a
méh tomegének novekedésén vagy az uterotrofikus vélasz fokozdddsan alapul (0sszefoglalasért ldsd: 29). Abbdl a
szempontbol értékeli a vegyi anyagokat, hogy képesck-e a természetes oOsztrogének (példdul 17£-9sztradiol)
agonistdiéhoz vagy antagonistdiéhoz hasonlé bioldgiai aktivitdst kivaltani, habdr sokkal ritkdbban haszndljék anta-
gonistak, mint agonistdk kimutatdsdra. A méh kétféle modon reagdl az Gsztrogénre. A kezdeti valasz részben a
megnovekedett vizfelvétel miatti tomeggyarapodds. Ezt a vdlaszt a szoveti osztddds miatti tomeggyarapodds
koveti (30). A méh dltal adott valaszok a patkdnyokban és az egerekben mindségileg hasonldak.

3. Ez a bioldgiai vizsgilat in vivo sziirGvizsgalati célokat szolgdl, és alkalmazdsit az »OECD fogalmi kerete az
endokrin rendszert kdrosité vegyi anyagok tesztelésére és értékelésére« (2. fuiggelék) osszeftiggésében kell szem-
1éIni. Ebben a fogalmi keretben a uterotrofikus bioldgiai vizsgdlatot a 3. szint tartalmazza olyan in vivo vizsgalat-
ként, amely egyetlen endokrin mechanizmusrdl, az 6sztrogénszerti hatasrél szolgdltat adatokat.

4. A uterotrofikus biol6giai vizsgalatot arra hasznaljak, hogy beépitik az endokrin rendszerrel potencialisan kolcson-
hatésba 1ép6 vegyi anyagok azonositdsira szolgdld in vitro és in vivo vizsgdlatsorozatba, amely végsé soron az
emberi egészségre vagy a kornyezetre gyakorolt kockdzatok értékelését célozza. Az OECD validaldsi program erds
és gyenge Osztrogén agonistdkat egyardnt haszndlt a vizsgalat Osztrogénszerd aktivitdssal rendelkez8 vegyszerek
azonositdsa terén nyujtott teljesitményének értékelésére (4) (5) (6) (7) (8). Ezdltal a vizsgélati eljirds érzékenysége
az Osztrogén agonistdk tekintetében j6l bizonyitott, j6 laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti reprodu-
kdlhatosdg mellett.

5. Ami a negativ vegyi anyagokat illeti, csak egyetlen »negativ« referencia vegyi anyag szerepelt a validdlasi prog-
ramban, amelyet mdr negativnak talalt Gigy az uterotrofikus vizsgdlat, mint az in vitro receptorkotési és receptor-
vizsgdlatok, de tovabbi, az OECD validaldsi programmal Osszefiiggésben nem 4llo vizsgélati adatokat is kiérté-
keltek, hogy még jobban aldtdmasszdk az uterotrofikus bioldgiai vizsgalat osztrogén agonistdk szlirése terén muta-
tott specificitdsat (16).

KIINDULASI MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

6. Az Osztrogén agonistdk és antagonistdk ligandumként hatnak az a és b Osztrogén receptorokra és aktivalhatjak
vagy gdtolhatjdk a receptorok transzkripciés mitkodését. Ez kdros egészségiigyi kockdzatokat eredményezhet, bele-
értve a reproduktiv és a fejlédési hatdsokat. Ezért fenndll az igény a vegyi anyagok lehetséges osztrogén agonista
vagy antagonista hatdsdnak gyors felmérésére és értékelésére. Bar informativ, a ligandum affinitdsa egy 6sztrogén
receptorhoz vagy a riporter gének in vitro transzkripci6s aktivdldsa csak egy a lehetséges veszélyt meghatdrozd
szdmos tényezd koziil. Tovabbi tényezdk lehetnek a szervezetbe torténd belépéskor bekovetkezd metabolikus akti-
valodas és deaktivalodds, a célszovetekbe torténd disztribucid, illetve a szervezetbdl torténd kiiiriilés, amelyek leg-
alabb részben a beadds modjatdl és a vizsgdlt vegyi anyagtdl fiiggenek. Ennek kovetkeztében szitkség van arra,
hogy in vivo, azaz aktudlis koriilmények kozott sziirjék a vegyi anyagok lehetséges aktivitdsat, kivéve, ha a vegyi
anyag jellemz8i a felszivodas-eloszlds-metabolizmus-kiiiriilés (absorption-distribution-metabolism-elimination,
ADME) tekintetében mdr jelenleg is megfeleld informadciokat szolgéltatnak. A méh szovetei gyors és erdteljes nove-
kedéssel reagdlnak az osztrogének altali stimuldciéra, killonosen laboratériumi ragesdlokban, ahol az 6sztrogén-
ciklus kortilbeliil 4 napig tart. A rdgcsdlofajokat, killonosen a patkdnyokat, széles korben haszndljdk a kockdzatok
jellemzését célzd toxicitdsi vizsgdlatokra is. Ezért a rdgcsalok méhe megfelel§ célszerv az Gsztrogén agonistdk és
antagonistdk in vivo sztirésére.

7. Avizsgidlati médszer az OECD validaldsi vizsgélatban alkalmazott azon protokollokon alapul, amelyeket a labora-
tériumon beliili és laboratériumok kozotti vizsgdlatokban megbizhaténak és megismételhetének taldltak (5) (7).
Jelenleg két modszer, nevezetesen az ovariektomizalt kifejlett ndstény médszer (ovx-felndtt médszer), és az éretlen,
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nem ovariektomizdlt médszer (éretlen médszer) dll rendelkezésre. Az OECD validdldsi tesztprogramban bebizo-
nyosodott, hogy a két médszer osszehasonlithaté érzékenységgel és reprodukdlhatdsaggal rendelkezik. Az éretlen
modszer azonban, mivel az dllatok érintetlen hipotalamusz-hipofizis-gondd (HPG) tengellyel rendelkeznek, vala-
mivel kevésbé specifikus, viszont a benne foglalt vizsgalatok kore nagyobb, mint az ovariektomizdlt modszer
esetében, mert reagdlni képes azokra a vegyi anyagokra is, amelyek nemcsak az Osztrogén receptorral, hanem a
HPG-tengellyel is kolcsonhatdsba lépnek. A patkdny HPG-tengelye koriilbeliil 15 napos korban kezd mikodni. Ezt
megel6z8en a pubertdst nem lehet olyan kezelésekkel felgyorsitani, mint pl. a GnRH. Amikor a néstények kezdik
elérni a pubertdskort, a ndstényeknek a hiivelykinyilds el6tt tobb csendes ciklusuk van, amelyek nem eredmé-
nyeznek hiivelykinyildst vagy ovuldciét, de hormondlis ingadozdsok megfigyelhet6k. Ha egy vegyi anyag kozvet-
lentil vagy kozvetve serkenti a HPG-tengelyt, az korai pubertdst, korai ovuldciét és gyorsitott hiivelykinyildst ered-
ményez. Nemcsak a HPG tengelyre haté vegyi anyagok képesek erre, hanem néhdny magasabb metabolizalhat6
energiaszintet tartalmazé étrend is, amelyek serkentik a novekedést és felgyorsitjdk a hiivelykinyildst, anélkiil, hogy
osztrogénszerd hatdsuk lenne. Az ilyen vegyi anyagok nem valtanak ki uterotrofikus vélaszt az OVX felnétt dlla-
tokban, mivel a HPG-tengelyitk nem mikodik.

8. Allatjoléti okok miatt az éretlen patkdnyokat haszndlé médszert kell elényben részesiteni, elkeriilve az allatok
miitéti elGkezelését és elkeriilve azoknak az allatoknak a kihagydsat, amelyek kezd6d6 ivarzasra utaldé barmilyen
jelet mutatnak (ldsd 30. bekezdés).

9. Az uterotrofikus valasz nem teljesen Gsztrogén eredett], azaz az Osztrogén agonistdkon vagy antagonistdkon kiviil
egyéb vegyi anyagok is vélaszt vélthatnak ki. Példdul a progeszteron, a tesztoszteron, vagy a kiilonféle szintetikus
progesztinek viszonylag nagy dézisai mind stimuldciéhoz vezethetnek (30). Barmilyen valaszt szovettanilag lehet
elemezni a keratinizdci6 és a hiively-elszarusodds jelenlétére (30). A vdlasz lehetséges eredetétdl fiiggetlenil az
uterotrofikus bioldgiai vizsgélat pozitiv eredménye alapjan tovabbi tisztazdst célzé intézkedéseket kell kezdemé-
nyezni. Az Osztrogénszeri hatdsra vonatkozd tovabbi bizonyitékokat lehet gydjteni az in vitro vizsgalatokbdl,
tgymint az ER kotédési vizsgdlatokbol és transzkripcids aktivaldsi vizsgdlatokbdl, illetve mds in vivo vizsgila-
tokbdl, igymint a ndstény pubertds vizsgalatbol.

10.  Figyelembe véve, hogy az uterotrofikus bioldgiai vizsgalat in vivo szlir6vizsgalatként szolgdl, a kivélasztott valida-
lasi megkozelités egyarant megfelelt az allatjolléti megfontoldsoknak és a 1épcsSzetes vizsgélati stratégidnak. Ezért
az erbfeszitések arra Osszpontosultak, hogy alaposan validdljdk az osztrogénszeri hatds — amely a 6 aggély
szdmos vegyi anyaggal szemben — reprodukalhatosdgit és érzékenységét, mig a vizsgdlat antidsztrogén elemére
kevesebb figyelem irdnyult. Csak egyetlen erds aktivitdsti antiosztrogént vizsgaltak, mivel az egyértelmd antioszt-
rogén-profillal (amelyet nem fed el valamilyen dsztrogénszerd aktivitds) rendelkezé vegyi anyagok szdma nagyon
korldtozott. Igy ez a vizsgélati modszer az 6sztrogén protokollhoz tartozik, mig a vizsgilat antagonista mdédozatdt
leiré protokollt az irdnymutatds tartalmazza (37). A tisztdn antiésztrogén aktivitdsii vegyi anyagok esetében a vizs-
gélat reprodukdlhatésdgit és érzékenységét kés6bb fogjdk pontosabban meghatdrozni, miutdn a vizsgdlati eljdrdst
mar egy ideig rutinszertien hasznéltdk, és tobb ilyen aktivitdssal rendelkez8 vegyi anyagot beazonositottak.

11. Minden dllatkisérleteken alapul6 eljardst az dllatgondozdsra vonatkozé helyi szabvinyoknak megfelelGen kell
végrehajtani; az aldbbiakban foglalt, gondozdsra és kezelésre vonatkozd leirdsok minimalis teljesitményszabva-
nyok, amelyeket a helyi szabdlyozdsok — mint példdul a tudomdnyos célokra felhaszndlt dllatok védelmérdl
sz6l6 2010/63[EU eurbpai parlamenti és tandcsi irdnyelv (2010. szeptember 22.) (38) — felilirnak (38). Az élla-
tokkal valé humdnus bandsmédrél tovabbi irinymutatds a megfelel6 OECD-kiadvanyban taldlhat6 (25).

12.  Mint minden, él6 éllatok felhaszndldsdval végzett vizsgdlat esetében, mdr a vizsgdlat megkezdése el6tt alapvets
fontossagu ellendrizni, hogy az adatok valéban sziikségesek-e. Két olyan koriilmény, amikor példdul az adatokra
sziikség lehet:

— magas expozicids potencidl (az elvi keretrendszer 1-es szintje, 2. fiiggelék) vagy Osztrogénszerti hatdsra utal6
jelek (2. szint) esetén annak vizsgdlata, hogy az ilyen hatdsok in vivo is el6fordulhatnak-e,

— a 4. vagy 5. szintd in vivo tesztekben mutatott osztrogénszerd hatdsra utald jelek esetén annak aldtdmasztdsa,
hogy a hatds kapcsolatban 4ll egy olyan sztrogén-mechanizmussal, amelyet nem lehet in vitro vizsgalattal tisz-
tdzni.

13. Az ebben a vizsgdlati modszerben haszndlt fogalmak meghatdrozdsat az 1. fiiggelék tartalmazza.
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A VIZSGALAT ELVE

14. Az uterotrofikus bioldgiai vizsgédlat az érzékenység tekintetében egy allatkisérletekbdl dll6 rendszerre tdimaszkodik,
amelyben a hipotalamusz-hipofizis-petefészek tengely nem miikodik, ami a kering6 dsztrogén alacsony endogén
szintjét eredményezi. Ez alacsony kiinduldsi méhtomeget és maximalis valasztartomdanyt biztosit a beadott dsztro-
génre. Két osztrogénre érzékeny dllapot felel meg ennek a kovetelménynek néstény ragesalokban:

i. éretlen néstények az elvélasztds utdn és a pubertas el6tt; és
ii. fiatal kifejlett néstények a petefészek eltdvolitdsa utdn, megfelel§ id6t adva a méhszovetek visszafejlédésére.

15. A vizsgdlt anyagot ordlis szonddn keresztiil vagy szubkutdn injekcié formdjiban naponta adagoljuk. A vizsgalt
vegyi anyag fokozatos dozisait adjuk be a kisérleti llatok legalabb két kezelési csoportjdnak (irdinymutatdsért lasd
a 33. bekezdést), csoportonként egy doézisszintet hasznalva, az anyagot az éretlen médszer esetében hdrom
egymadst kovetd napon, az ovx felnétt médszer esetében pedig minimadlisan harom egymdst kovetd napon beadva.
Az 4llatokat koriilbeliil 24 6réval az utolsé dézis utdn felboncoljuk. Osztrogén agonisték esetében a kezelt allat-
csoport dtlagos méhtomegét a vivGanyag-csoporthoz viszonyitva értékeljiik a statisztikailag szignifikdns novekedés
kimutatdsa érdekében. A vizsgilati csoport dtlagos méhtomegének statisztikailag szignifikdns novekedése pozitiv
vélaszt jelent a bioldgiai vizsgéalatban.

A MODSZER ISMERTETESE

Az dllatfaj kivdlasztdsa

16.  Altalinosan haszndlt laboratériumi ragesal6torzseket lehet alkalmazni. A validdlds sordn példdul Sprague-Dawley-
és Wistar-patkdnytorzseket hasznaltak. Az ismert vagy feltételezett alacsonyabb érzékenységti méhvel rendelkezd
torzseket nem szabad haszndlni. A laboratériumnak a 26. és 27. bekezdésben lefrtak szerint bizonyitania kell a
felhasznalt torzs érzékenységét.

17. A patkdnyt és az egeret mdr az 1930-as évek 6ta haszndljdk rutinszerdien az uterotrofikus bioldgiai vizsgalatban.
Az OECD validdlasi vizsgdlatokat csak patkdnyokon végezték el azon az alapon, hogy a két fajt egyenértékiinek
tekintették, ezért egy fajnak elegendének kell lennie a vildgméretd validalds céljara, hogy erdforrasokat és allatokat
lehessen megtakaritani. A patkdny a vélasztott faj a legtobb reprodukcids és fejlédési toxicitdsi vizsgdlat esetében.
Figyelembe véve, hogy hatalmas torténelmi adatbdzis 1étezik egerekre, egy korldtozott nyomonkovetésii validaldsi
vizsgalatot végeztek egereken is annak érdekében, hogy az uterotrofikus bioldgiai vizsgalati médszert kiterjesszék
az egerek kisérleti fajként valé hasznélatdra (16). Egy dthidalé megkozelitést valasztottak korldtozott szamu vizs-
galt vegyi anyaggal, részt vevg laboratériummal és nem kédolt mintdk vizsgdlatdval, 6sszhangban az eréforrdsok
és dllatok megtakaritdsat célz6 eredeti szandékkal. Az uterotrofikus biolbgiai vizsgélat fiatal felnétt ovariektomizalt
egerekben végzett athidalé validdldsi vizsgdlata azt mutatja, hogy a patkdnyokban és egerekben kapott adatok
mindségi és mennyiségi szempontbdl j6l megfelelnek egymdsnak. Ha az uterotrofikus bioldgiai vizsgalat ered-
ménye egy hossza tdva vizsgdlat el6zménye, akkor mindkét kisérlethez ugyanabbdl a torzsbdl vald, azonos
eredet( allatokat haszndlhatnak. Az dthidalé megkozelités az OVX egerekre korlatozddott és a jelentés nem nydjt
megbizhat6 adatsort az éretlen modell validdldsdhoz, ezért az egerek éretlen modelljét nem veszik figyelembe a
jelenlegi vizsgalati modszer alkalmazdsi teriiletén.

18. Igy bizonyos esetekben patkinyok helyett egereket is lehet haszndlni. Ennek fajnak a haszndlatit toxikoldgiai,
farmakokinetikai és/vagy egyéb kritériumokkal meg kell indokolni. Egerekben sziikség lehet a protokoll médosita-
sara. Példdul az egerek testtomeghez viszonyitott takarmdnyfogyasztdsa nagyobb, mint a patkdnyoké, ezért a
takarmdany fitoosztrogén-tartalmanak alacsonyabbnak kell lennie egerek, mint patkdnyok esetében (9) (20) (22).

Tartdsi és etetési koriilmények

19. Minden eljirdsnak meg kell felelnie a laboratériumi édllatgondozdsra vonatkozé helyi szabvanyoknak. Ezek a
gondozdsra és kezelésre vonatkozd leirdsok minimélis teljesitményszabvinyok, amelyeket a helyi szabdlyozi-
sok — mint példdul a tudomdnyos célokra felhaszndlt allatok védelmérél sz6l6 2010/63/EU eurdpai parlamenti és
tandcsi irdnyelv (2010. szeptember 22.) (38) — feliilirnak (38). A kisérleti dllatok tartdsdra szolgdld helyiség h6mér-
séklete 22 °C (kb. 3 °C eltérési tartomdnnyal) kell, hogy legyen. A helyiség relativ pdratartalmdnak legaldbb
30 %-nak kell lennie és a takaritds idStartamatol eltekintve lehetSleg ne haladja meg a 70 %-ot. A relativ paratar-
talom célértékének 50-60 % kozott kell lennie. A vildgitds legyen mesterséges. Naponta 12 6rds vildgos és 12 6rds
sotét periddusok véltsdk egymadst.

20. A laboratériumi takarmdnyt és az ivévizet korldtozds nélkiil kell biztositani. A fiatal felnétt dllatok egyedileg vagy
legfeljebb hirom egyedbdl 4ll6 csoportokban is tarthatok. Az éretlen éllatok fiatal kora miatt tdrsas, csoportos
tartds ajanlott.
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21. A laboratériumi takarmdnyok magas fitodsztrogén-tartalmdrdl mdr ismert, hogy olyan mértékben néveli meg a
rdgcsalok méhének tomegét, amely mdr zavarja az uterotrofikus bioldgiai vizsgélatot (13) (14) (15). A laboraté-
riumi takarmdnyok magas fitoosztrogén- és metabolizdlhat6 energia tartalma korai pubertdshoz is vezethet, ha
éretlen allatokat haszndlnak. A fitodsztrogének jelenléte elsGsorban a szdja és lucerna laboratériumi takarmanyba
val6 beépitésének eredménye és a fitoosztrogének koncentracibja a standard laboratériumi takarmdny egyes gydr-
tasi tételei kozott is valtozik (23). A testtomeg egy fontos véltozd, mivel az elfogyasztott takarmdny mennyisége
oOsszefligg a testtomeggel. Ezért az ugyanabbdl a takarmdnybdl ténylegesen felvett fitodsztrogén-dozis dllatfaj és
életkor szerint kiilonbozhet (9). Az éretlen néstény patkdnyok testtomeg alapjin szdmitott takarmdnyfogyasztdsa
mintegy kétszerese lehet az ovariektomizdlt fiatal felndtt néstényekének. A fiatal felndtt egerek testtomeg alapjan
szamitott takarmdnyfogyasztisa mintegy négyszerese lehet az ovariektomizdlt fiatal felndtt néstény patkany-
okénak.

22. Az uterotrofikus bioldgiai vizsgdlat eredményei (9) (17) (18) (19) azonban azt mutatjdk, hogy korldtozott mennyi-
ségii étrendi fitoosztrogén elfogadhaté és nem csokkenti a bioldgiai vizsgalat érzékenységét. Irdnymutatdsként, a
fitoosztrogének étrendi szintje nem haladhatja meg a 350 pg genistein ekvivalens/gramm laboratériumi takar-
madny értéket éretlen néstény Sprague-Dawley- és Wistar-patkanyok esetében (6) (9). Az ilyen étrend is megfelel6 a
fiatal felndtt ovariektomizélt patkdnyok vizsgdlatkor, mivel a testtomegre vetitett takarmédnyfogyasztds kisebb a
fiatal felndtt, mint a kifejlett allatokban. Amennyiben kifejlett ovariektomizdlt egereket vagy fitoGsztrogénekre
érzékenyebb patkdnyokat kell hasznélni, oda kell figyelni az étrendi fitodsztrogénszint ardnyos csokkentésére (20).
Ezen tilmenden, a kiilonféle étrendek elérhet§ metabolikus energidjdban mutatkozd kiillonbségek a pubertds
idépontjdnak eltoloddsdhoz vezethetnek (21) (22).

23. A vizsgélat el6tt gondosan ki kell vélasztani egy olyan étrendet, amelynek nem magas a fitoosztrogén- vagy meta-
bolizélhaté energiaszintje (Gtmutatdsért 1dsd (6) (9)), amelyek zavarhatndk az eredményeket (15) (17) (19) (22)
(36). A laborat6rium altal haszndlt vizsgélati rendszer 26. és 27. bekezdésekben meghatdrozott megfeleld teljesit-
ményének biztositisa érdekében mindkét tényez6t ellendrizni kell. A helyes laboratériumi gyakorlattal (GLP) 6ssz-
hangban 1év§ biztonsagi intézkedésként reprezentativ mintavételt kell végezni a vizsgdlat sordn alkalmazott takar-
many minden egyes tételébdl a takarmdany fitoosztrogén-tartalmanak esetleges analizise céljdbdl (pl. ha a kontroll
méhtomeg magas a torténelmi kontrollokhoz viszonyitva, vagy ha a referencia 6sztrogén, a 17-alfa-etinil-9sztra-
diol nem eredményez megfelel§ vélaszt). Az aliquotokat a vizsgélat részeként, vagy — 20°C-on fagyasztva, vagy
olyan médon kell analizdlni, amely megakadalyozza a mintdk analizis el8tti lebomldsat.

24. Egyes alomanyagok természetes Osztrogén vagy antidsztrogén hatdsi vegyi anyagokat tartalmazhatnak (pl. a
kukoricacsutkar6l kozismert, hogy befolydsolja a patkdnyok ciklusit és antidsztrogén hatdst). A kivélasztott
alomanyagnak minimalis mennyiség( fitoosztrogént szabad tartalmaznia.

Az dllatok elGkészitése

25. A betegségekre vagy fizikai rendellenességekre utald jeleket nem mutatd kisérleti dllatokat véletlenszertien kell
besorolni a kontroll- és a kezelési csoportokba. A ketreceket tigy kell elrendezni, hogy minimalisra lehessen csok-
kenteni a ketrec elhelyezésének lehetséges hatdsait. Az édllatokat egyedi azonositéval kell elldtni. El6ny6s, ha az
éretlen dllatokat az akklimatizdcié alatt az elvalasztdsig az anyadllatokkal vagy nevelGanydkkal kozos ketrecekben
helyezik el. Az akklimatizdcidés id6szak a vizsgdlat kezdete eldtt fiatal felndtt dllatok és anyadllatokkal vagy
nevelGanydkkal egyiitt szdllitott éretlen dllatok esetében koriilbeliil 5 nap. Ha az éretlen dllatokat valasztott allatok-
ként, anyadllatok nélkil kapja meg a laboratérium, révidebb idStartami akklimatizacids idészak valhat szitksé-
gessé, mivel az adagoldst az elvdlasztds utdn azonnal meg kell kezdeni (ldsd a 29. bekezdést).

ELJARAS

A laboratdrium jartassiganak igazoldsa
26. A laboratérium jdrtassagdnak ellendrzésére két kiilonboz8 médszert lehet alkalmazni:

— id6szakos ellendrzés, a kiinduldsi pozitiv kontrollvizsgalatra timaszkodva (ldsd a 27. bekezdést). Legalabb
hathavonta és minden alkalommal, amikor olyan véltozds torténik, amely befolydsolhatja a vizsgélat teljesitmé-
nyét (pl. Gj Osszetételii takarmdny, véltozds a boncoldst végzs személyzetben, valtozds az dllattorzsben vagy a
szallitoban, stb.), ellendrizni kell a tesztrendszer (allatmodell) érzékenységét a referencia Gsztrogén megfeleld
dozisanak (a 27. bekezdésben leirt kiinduldsi pozitiv kontrollvizsgélat alapjin) haszndlatdval: 17a-etinil-Osztra-
diol (CAS-szdm: 57-63-6) (EE),

— egyidejii ellendrzések haszndlata, melynek keretében minden vizsgélatba bevonnak egy csoportot, amelyet a
referencia 6sztrogén megfelel§ adagjaval kezelnek.
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Ha a rendszer nem a vért vélaszt adja, meg kell vizsgdlni és megfeleléen mddositani kell a kisérleti koriilményeket.
Ajanlatos, hogy a referencia osztrogén alkalmazott dézisa mindkét megkozelités esetében megkozelitSleg az ED70
és 80 kozott legyen.

27.  Kiinduldsi pozitiv kontrollvizsgdlat — Miel6tt a laboratérium els6 alkalommal végezne vizsgdlatot eszerint a
vizsgalati modszer szerint, a laboratoriumi jértassagat az allatmodell érzékenységének tesztelése tjan igazolni kell
a referencia sztrogén dézis-vélasz osszefiiggésének meghatdrozdsaval: 17a-etinil-osztradiol (CAS-szdm: 57-63-6)
(EE), minimum négy dézisban. A méhtomeg-vélaszt Gssze kell hasonlitani a megalapozott torténeti adatokkal (ldsd
az (5) referencidt). Ha ez a kiinduldsi pozitiv kontrollvizsgdlat nem adja a vért eredményeket, a kisérleti korilmé-
nyeket meg kell vizsgdlni és médositani kell.

Az illatok szdma és dllapota

28.  Minden egyes kezelési és kontrollcsoportnak legalabb 6 dllatot kell tartalmaznia (mind az éretlen, mind az ovx
feln6tt modszer protokollja esetében).

Az éretlen édllatok életkora

29. Az éretlen allatokkal végzett uterotrofikus bioldgiai vizsgdlat esetében meg kell adni a sziiletés napjit. Az adago-
last elég kordn kell kezdeni ahhoz, hogy a vizsgélt vegyi anyag adagoldsanak végéig az endogén Gsztrogének szint-
jének a pubertdshoz kapcsolddé fizioldgids megemelkedésére még ne keriiljon sor. Mdsrészt, bizonyiték van arra,
hogy a nagyon fiatal dllatok kevésbé érzékenyek lehetnek. Az optimélis életkor meghatdrozdsa sordn minden labo-
ratériumnak a nemi éréssel kapcsolatos sajat hdttéradatait kell figyelembe vennie.

Altalinos szabalyként alkalmazhat6, hogy patkinyokban az adagolds a 18. posztnatlis napon végrehajtott korai
elvélasztds utdn azonnal megkezdSdhet (a szilletés napja a 0. posztnatilis nap). Az adagoldst patkdnyokban lehe-
tGség szerint a 21. posztnatédlis napon be kell fejezni, de a 25. posztnatdlis napot megel6zGen mindenféleképpen,
mert ez utdn az életkor utdn a hipotalamusz-hipofizis-petefészek tengely mikodni kezd, és az endogén 6sztrogén
szintek emelkedni kezdhetnek, amivel egyiitt a kiinduldsi dtlagos méhtomeg és a csoporton beliili szérds is mege-
melkedik (2) (3) (10) (11) (12).

Az ovariektémidra vonatkozo eljiras

30. Az ovariektomizdlt néstény patkdnyok és egerek esetében (kezelési és kontrollcsoportok) a petefészek eltavolitd-
sdra 6 és 8 hetes kor kozott kell sort keriteni. Patkdnyok esetében legaldbb 14 napnak kell eltelnie a petefészek
eltdvolitdsa és az adagolds elsé napja kozott, hogy a méh visszafejl6dhessen egy minimadlis, stabil kiinduldsi 4lla-
potra. Egerek esetében legaldbb 7 napnak kell eltelnie a petefészkek eltdvolitdsa és az adagolds els6 napja kozott.
Mivel kis mennyiségli petefészek-szovet is elegendd egy szignifikdns kering6 osztrogénszint elGllitdsdhoz (3), az
dllatokat a felhaszndlds el6tt meg kell vizsgdlni a hiivelybdl legaldbb 6t egymdst kovet§ napon tampondlt
hdmsejtek megfigyelésével (pl. patkdnyok esetében 10-14 nappal a petefészek eltdvolitdsa utdn). Ha az dllatok az
oestrus barmilyen jelét mutatjdk, azokat az dllatokat nem szabad haszndlni. Tovdbbd, a petefészek-csonkokat
boncolaskor meg kell vizsgdlni a petefészek-szovet jelenlétére utalé bizonyitékokra. Amennyiben van ilyen, akkor
az allatot nem kell haszndlni a szdmitdsokban (3).

31. Az ovariektomia eljirdsa azzal kezd6dik, hogy az allat a megfelel§ altatdst kovetSen ventrdlis helyzetben fekszik.
A dorzolaterdlis hasfalat megnyité kb. 1 cm-es hosszanti bemetszést az alsé bordaszél és a csip6lapdt kozotti
felez8pontban, az dgyéki izom laterdlis szélét6l néhany milliméterre lateralisan kell megtenni. A petefészket ki kell
emelni a hasiiregbdl és aszeptikus teriiletre helyezni. A petefészket a petevezeték és a méhtest taldlkozdsdndl le kell
vélasztani. Miutdn meggy6z8dtiink arrdl, hogy nem Iépett fel silyos vérzés, a hasfalat varrattal, a bért pedig
kapcsokkal vagy megfelel§ varrattal kell zarni. A ligdcids pontokat sematikusan az 1. dbra mutatja be. Megfelel§
posztoperativ fijdalomcsillapitdst kell alkalmazni a rdgcsaléellatdsban jartas dllatorvos ajdnldsa szerint.

Testtomeg

32. Az ovx-felndtt médszernél a testtdmeg és a méh tomege nincs korreldcioban, mert a méh tomegét a hormonok —
mint az osztrogének — befolydsoljdk ugyan, de a testméretet szabalyozé novekedési faktorok nem. Ezzel ellent-
étben, az éretlen modellben az érés sordn a testtomeg Osszefuiggésben dll a méh tomegével (34). Ezért a vizsgdlat
kezdetén az éretlen modellben hasznélt dllatok testtomege lehetSleg csak minimdlisan térjen el egymadstdl és az
atlagos értéktdl maximum * 20 %-kal kiilonbozzon. Ez azt jelenti, hogy a tenyészt6nek szabvanyositania kell az
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alomszdmot annak érdekében, hogy a kiilonb6zd anyadllatok utédai kozel azonos mennyiségli tdplalékhoz
jussanak. Az dllatokat a randomizélt sulyeloszlds modszerével kell besorolni a csoportokba (mind a kontroll-,
mind a kezelési csoportokba), hogy az egyes csoportok dtlagos testtomege statisztikailag ne kiilonbozzon a tobbi
csoportétdl. Figyelembe kell venni, hogy amennyire csak lehetséges, keriilends az alomtestvérek ugyanabba a keze-
lési csoportba vald besoroldsa, de a vizsgdlathoz hasznalt almok szdmdnak novelése nélkiil.

Adagolisi szintek

33.  Annak megdllapitdsa érdekében, hogy a vizsgdlt vegyi anyag rendelkezik-e in vivo Osztrogénszerd hatdssal, két
déziscsoport és egy kontrollcsoport dltaldban elegendd, és ezt az elrendezést ezért dllatjolléti okok miatt elényben
kell részesiteni. Ha a cél a dozis-vilasz gorbe feldllitdsa vagy az alacsonyabb dézisokra torténd extrapoldcid, akkor
legaldbb 3 déziscsoportra van sziikség. Ha az osztrogénaktivitds azonositdsdn tilmend informdciéra van sziikség
(példdul a hat6érték becslésére), fontoléra kell venni eltérd adagoldsi rend alkalmazdsit. A kontrollcsoportba
tartozé allatokat a vizsgdlt vegyi anyag beaddsitdl eltekintve ugyanolyan médon kell kezelni, mint a vizsgélati
csoportokban lévSket. Ha vivSanyagot hasznalunk a vizsgdlt anyag beaddsa sordn, a kontrollcsoport ugyanakkora
mennyiségli vivGanyagot kapjon, mint a kezelési csoportok (vagy a vizsgdlati csoportokban alkalmazott legna-
gyobb mennyiséget, ha eltérés van a kilonb6z8 csoportok kozott).

34. Az uterotrofikus bioldgiai vizsgalat esetében a cél olyan dézisok kivélasztdsa, amelyek biztositjak az dllatok talé-
1ését és amelyek nem okoznak jelents toxicitdst vagy szorongdst az dllatoknak a vegyi anyag hdrom egymadst
kovetd napon maximum 1 000 mg/kg/nap dézisban torténd adagoldsa alatt. Valamennyi adagoldsi szint ajanld-
sandl és kivalasztasdnal figyelembe kell venni a vizsgalt, vagy azzal rokon vegyi anyagok toxicitdsira és (toxiko)
kinetikdjara vonatkozdan rendelkezésre all6 adatokat. A legnagyobb dézisnal elGszor az LD50 ésfvagy akut toxici-
tdsi informacidkat kell figyelembe venni annak érdekében, hogy elkeriiljék az dllatok elhulldsét, stlyos szenvedését
vagy szorongdsat (24) (25) (26). A legmagasabb dézisnak a maximalis tolerdlt dozist (MTD) kell képviselnie; az
olyan vizsgalatot, amelyet a pozitiv uterotrofikus valaszt indukdlé dézisszinten végeznek, szintén el lehet fogadni.
Sztirésként a dozisok kozotti nagy intervallumok (pl. fél log egység, amely 3,2 dézisprogresszionak felel meg, vagy
akar egy log egység) dltaldban elfogadhaték. Ha nem éllnak rendelkezésre megfelel§ adatok, akkor dézisbehatdrol6
vizsgalat végezhet az alkalmazand6 dézisok meghatrozdsa céljabol.

35.  Alternativaként, ha az 6sztrogén agonista potencidjit az in vitro (vagy in silico) adatok alapjan meg lehet becsiilni,
ezek is figyelembe vehetSk a dozis kivdlasztasakor. Példdul, a vizsgdlt vegyi anyagnak azt a mennyiségét, amely a
referencia agonistaval (etinil-6sztradiol) egyenértékd uterotrofikus vdlaszokat eredményezne, az etinil-Gsztra-
diolhoz viszonyitott relativ in vitro potencidja alapjan kell megbecsiilni. A legnagyobb vizsgalati d6zist agy kapjuk
meg, hogy ezt az ekvivalens d6zist megszorozzuk egy megfeleld faktorral pl. 10-zel vagy 100-zal.

A dézisbehatdrolds szempontjai

36. Ha sziikséges, néhdny dllattal el6zetes dozisbehatdrolé vizsgdlat végezhetS. Ebben a tekintetben az OECD 19.
irdnymutatdsat (25) lehet haszndlni, amely meghatdrozza az dllatokban jelentkezd toxicitdsra vagy szorongdsra
utalé klinikai tiineteket. Ha a hdromnapos adagoldssal jiré doézisbehatdrolé vizsgdlatban megvaldsithatd, a
méheket koriilbeliil 24 6raval az utols6 dozis utdn lehet kimetszeni és megmérni. Ezek az adatokat azutdn felhasz-
nalhaték a f6 vizsgdlat elrendezésének megtervezésében (az elfogadhaté maximalis és alacsonyabb dozisok kivé-
lasztdsa, javaslattétel a doziscsoportok szdmdra).

A dézisok beaddsa

37. A vizsgilt vegyi anyagot ordlis szonddn keresztiil vagy szubkutdn injekcié formdjdban adagoljdk. Az dllatjoléti és
toxikoldgiai szempontokat, mint példdul a vegyi anyaggal valé emberi expoziciés ttvonallal kapcsolatos relevan-
cidt (pl. gyomorszonda a lenyelés modellezésére, bér ald adott injekcié a belégzés vagy bdron at torténd
adszorpcié modellezésére), a vizsgalati vegyi anyag fizikai/kémiai tulajdonsdgait és kiilonosen az anyagcserével és
a kinetikdval kapcsolatban rendelkezésre all6 toxikoldgiai informacidkat és adatokat (pl. first pass metabolizmus
elkeriilése, jobb hatdsfok adott tGtvonalon keresztiil) egyarant figyelembe kell venni a beadds titvonaldnak kivalasz-
tasakor.

38.  Ahol csak lehetséges, el6szor valamilyen vizes oldat/szuszpenzié haszndlatit kell megfontolni. De mivel a legtobb
osztrogén ligandum vagy azok metabolikus prekurzorai dltaldban hidrofébok, a leggyakoribb megkozelités az,
hogy olajos oldatot[szuszpenzi6t haszndlnak (pl. kukorica-, mogyoré-, szezdm- vagy olivaolaj). Ezek az olajok
azonban kiilonb6z§ kaléria- és zsirtartalommal rendelkeznek, igy a vivGanyag befolydsolhatja a teljes metabolizal-
hat6 energiabevitelt (ME), megvdltoztatva ezéltal a potencidlisan mért végpontokat, mint példaul a méh tomegét,
killonosen az éretlen modszer esetében (33). Ezért a vizsgdlat el6tt a haszndlni tervezett valamennyi viv6anyagot
le kell tesztelni vivéanyag nélkili kontrollokkal szemben. A vizsgdlt vegyi anyagokat fel lehet oldani minimalis
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mennyiségli 95 %-os etanolban vagy mds megfelel§ old6szerben, majd a vizsgdlati vivGanyaggal felhigitani a végsé
munkakoncentriciéra. Az olddszer toxikus jellemz6it ismerni kell, és le is kell tesztelni egy kiilon csak olddszert
tartalmazé kontrollcsoportban. Ha a vizsgdlt anyag stabilnak tekinthetd, enyhe melegitést és erdteljes mechanikai
hatast is lehet hasznalni a vizsgdlt vegyi anyag felolddsa sordn. Meg kell hatdrozni azt is, hogy a vizsgalt vegyi
anyag mennyire stabil az adott vivGanyagban. Ha a vizsgalt vegyi anyag a vizsgdlat idStartama alatt stabil marad,
akkor elddllithat6 a vizsgdlt vegyi anyag kiinduldsi aliquotja, és a meghatdrozott adagoldsi higitdsok naponta elké-
szithetSk.

39. Az adagolds id6zitése fiigg az alkalmazott modelltsl (az éretlen modellt ldsd a 29. bekezdésben, az ovx-felnétt
modellt pedig a 30. bekezdésben). Az éretlen ndstény patkdnyoknak a vizsgalt vegyi anyagot naponta kell
adagolni hdrom egymdst kovet6 napon at. Héromnapos kezelés ajanlott ovariektomizalt ndstény patkanyok
esetében is, de hosszabb expozicidk is elfogadhatok, mert javithatjdk a gyenge aktivitdsti vegyi anyagok kimuta-
tasat. Ovariektomizdlt ndstény egerek esetében a hiaromnapos adagoldsi idGtartamnak elegendének kell lennie
anélkiil, hogy erés osztrogén agonistdk esetében jelentés elény szdrmazna az akar hétnaposra valé kiterjesztésbdl;
gyenge Osztrogének esetében azonban ez az Gsszefiiggés nem volt kimutathat6 a validdlasi vizsgdlatban (16), igy
ovx-feln6tt egerekben az adagoldst ki kell terjeszteni akdr 7 egymdst kovet§ napra.A dézist minden nap hasonld
idépontban kell beadni. A dézisokat szitkség esetén ki kell igazitani, hogy az dllat testtomegére vetitve dllandé
dézisszintet lehessen fenntartani (pl. mg vizsgdlt vegyi anyag per testtomeg kg per nap). Ami a beadott anyag
volumenét illeti, a testtomegre vetitett variabilitdst az adagolt oldat koncentréici6janak bedllitdsdval minimalisra kell
csokkenteni annak érdekében, hogy a testtomegre vetitve dllando térfogatt anyagot lehessen beadni az allatoknak
valamennyi dézisszinten és barmely beaddsi mod esetén.

40. Ha a vizsgélt vegyi anyagot szonddn dat adagoljuk, lehetdleg egyetlen napi adagban kell azt gyomorszondan vagy
megfelel§ intubdciés kaniilon 4t beadni. Az egy alkalommal beadhaté folyadék maximadlis mennyisége a kisérleti
allat méretétdl fugg. A dllatgondozdsra vonatkozé helyi irdnymutatdsokat be kell tartani, de a volumen nem halad-
hatja meg az 5 ml/testtomeg kg értéket, kivéve a vizes oldatok esetében, ahol 10 ml/testtomeg kg volument lehet
hasznalni.

41.  Amikor a vizsgalt anyag beaddsa szubkutdn injekci6 formdjaban torténik, ezt napi egyszeri adaggal kell végrehaj-
tani. A dozisokat a dorsoscapuldris vagy a lumbdlis régioba kell beadni steril (pl. 23-as vagy 25-6s méretdi) tiivel
és tuberkulin fecskendGvel. Az injekcié beaddsinak helyén a borotvélds nem kotelezd. Minden veszteséget, a
beadds helyén tortént szivargdst vagy nem teljes adagoldst fel kell jegyezni. A patkdnyonként naponta injektdlt
teljes térfogat nem haladhatja meg az 5 ml/testtomeg kg értéket, szétosztva 2 injektaldsi helyre, kivéve a vizes
oldatokat, ahol 10 ml/testtomeg kg mennyiséget lehet haszndlni.

Megfigyelések
Altaldnos és klinikai megfigyelések

42.  Altalinos klinikai megfigyeléseket legalibb naponta kell végezni, vagy gyakrabban, ha toxicitds jelei figyelhet6k
meg. A megfigyeléseket lehet6leg minden nap ugyanabban az idépontban vagy id6pontokban kell végezni, figye-
lembe véve az adagoldst kovetden varhat6 hatdsok csticsidGszakait. Valamennyi dllatot meg kell figyelni a morta-
litds és morbiditas el6forduldsdra, valamint az dltaldnos klinikai tiinetekre, mint példdul a bér, a szérzet, a szemek
és a nydlkahdrtydk allapota, a vdladékok és kivdlasztott anyagok el6forduldsa, valamint az autoném aktivitds
(példaul konnyezés, szdrzet felborzoldddsa, pupillaméret, szokatlan 1égzési ritmusok) tekintetében megfigyelhetd
véltozdsokra.

Testtimeg és tdpldlékfogyasztds

43.  Minden dllatot naponta, 0,1 grammos pontossdggal kell megmérni, kozvetlenill a kezelés megkezdése el6tt, azaz
amikor az allatokat beosztjdk a csoportokba. Opciondlis mérésként a kezelési idgszak alatt elfogyasztott takar-
mdny mennyiségét is meg lehet mérni a takarmanyadagol6k stlydnak ketrecenkénti megmérésével. A takarmany-
fogyasztdsi eredményeket gramm/patkdny/nap értékben kell megadni.

Boncolds és a méh tomegének mérése

44.  Huszonnégy ordval az utolsé kezelés utdn a patkdnyokat humdnusan el kell pusztitani. Idedlis esetben a csoportok
kozotti boncolasi sorrend véletlenszertien keriil meghatdrozasra, hogy el lehessen keriilni a kezelési csoportok
kozvetleniil felfelé vagy lefelé irdnyul6 progresszi6jat, ami kismértékben befolydsolnd az adatokat. A bioldgiai vizs-
gilat célja az, hogy megmérje mind a nedves, mind a leitatott méh tomegét. A nedves tomeg magdban foglalja a
méh és a lumindlis folyadék tomegét. A leitatott tomeget azutdn kell mérni, hogy a méh lumindlis tartalmét
kipréseltiik és eltavolitottuk.
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45. A boncolds el6tt az éretlen allatokat meg kell vizsgdlni, hogy kinyilt-e a hiivelyitk. A boncolds azzal kezdddik,
hogy a hasfalat az dgyéki symphysisnél kezdve megnyitjuk. Ezutdn a méhszarvat és a petefészkeket, ha vannak,
elvélasztjuk a dorzdlis hasfaltol. A higyhélyagot és hiigyvezetékeket eltdvolitjuk a méh és a hively ventrélis és
laterdlis oldalarél. A végbél és a hively kozotti fibrozus tapaddst szétvdlasztjuk, amig a vagina nyildsdnak és a gt
bérének taldlkozasit be nem lehet azonositani. A hiively faldt a vagina és a perineum bdre kozotti taldlkozds folott
dtvdgva a méhet és a hiivelyt levdlasztjuk a testrdl, amint az a 2. dbrdn ldthat6. A méhet a test faldrdl a
méhszarvak dorzolaterdlis aspektusdhoz teljes hosszuk mentén csatlakozé mesenterium finom dtvagdsaval kell
lefejteni. A testbdl torténd eltavolitds utdn a méhet gyorsan kell kezelni a szovetek kiszdraddsdnak elkeriilése érde-
kében. A kiszdradds miatti tomegcsokkenés nagyobb jelentdségti a kis szovetek, példdul a méh esetében (23). Ha
jelen vannak a petefészkek, el kell tévolitani azokat a petevezetékrdl, elkeriilve a méhszarvon keresztiili luminélis
folyadékveszteséget. Ha az édllat mdr ovariektomizalt, a csonkokat meg kell vizsgdlni petefészekszovet jelenlétére.
A felesleges zsir- és kotGszovetet le kell metszeni. A hiivelyt kozvetlentil a méhnyak alatt tavolitjuk el a méhrdl
gy, hogy a méhnyak a méhtesttel egyiitt maradjon, amint az a 2. dbran lathaté.

46.  Minden méhet egyedileg megjeldlt és lemért tartdlyba kell helyezni (pl. Petri-csészébe vagy mifanyag mérétilkéba),
folyamatosan gondoskodva arrél, hogy a méhek ne szdradjanak ki mérés el6tt (pl. sboldattal kissé megnedvesitett
szlir6papirt lehet elhelyezni a tartdlyban). A méhet a luminélis folyadékkal egyiitt kell megmérni, 0,1 mg pontos-
saggal (nedves méhtomeg).

47. A méhekbél ezutin egyenként el kell tavolitani a luminalis folyadékot. Ehhez mindkét méhszarvat kiszarjuk vagy
hosszdban felvigjuk. A méhet enyhén megnedvesitett sziirGpapirra helyezziik (pl. Whatman No. 3), majd egy
masodik darab enyhén megnedvesitett szlir6papirral enyhén megnyomjuk a luminalis folyadék teljes eltdvolitdsa

céljabol. A méhet a lumindlis folyadék nélkiil is megmérjiik, 0,1 mg pontossdggal (leitatott méhtomeg).

48. A vizsgilat befejezésekor mért méhtomeget annak igazoldsara lehet felhaszndlni, hogy az éretlen intakt patkdnyok
megfelel§ életkordt nem haladtdk meg, ebben a tekintetben azonban a laboratériumban haszndlt patkdnytorzsre
vonatkoz6 torténeti adatok a mérvadodak (az eredmények értelmezéséért lasd az 56. bekezdést).

Vdlaszthatd vizsgdlatok

49. A méhet a mérlegelés utdn 10 %-os semleges pufferelt formalinban lehet rogziteni, hogy hematoxilin-eozin (HE)
festés utdn szovettanilag is meg lehessen vizsgalni. A hiivelyt is ennek megfelel6en lehet megvizsgdlni (ldsd
a 9. bekezdést). Ezen tilmenden, a mennyiségi 6sszehasonlitds érdekében az endometridlis epithelium morfomet-
riai mérése is elvégezhetd.

ADATOK ES JEGYZOKONYVEZES

Adatok

50. A vizsgdlati adatoknak a kovetkezdket kell tartalmazniuk:

— az dllatok szdma a vizsgilat kezdetekor,

— a vizsgdlat soran elhullott vagy humdnus okokbdl elpusztitott allatok szdma és azonositdja, valamint az
elhullds vagy humdanus elpusztitds ddtuma és id6pontja,

— a toxicitds jeleit mutaté dllatok szdma és azonositéja, valamint a megfigyelt toxicitdsi tiinetek leirdsa, beleértve
a toxikus hatdsok kezdetének id6pontjt, azok idGtartamat és stlyossdgat, és

— a lézidkat mutat6 allatok szdma és azonositdja, valamint a 1ézidk tipusdnak leirdsa.

51. Az dllatok egyedi adatai kozott rogziteni kell a testtomeget, a nedves méh tomegét, és a leitatott méh tomegét. Az
agonistdk esetében egyoldalii statisztikai elemzéseket kell haszndlni annak meghatdrozdsdra, hogy a vizsgélt vegyi
anyag adagoldsa eredményezett-e statisztikailag szignifikdns (p < 0,05) novekedést a méh tomegében. Megfeleld
statisztikai elemzést kell végezni, hogy teszteljék a leitatott és nedves méhtomeg kezeléssel kapcsolatos véltozasait.
Az adatokat példaul a kovariancia elemzésével (ANCOVA) is ki lehet értékelni, kovaridnsként a boncoldskor mért
testtomeget haszndlva. Variancia-stabilizdlé logaritmikus transzformaci6t lehet végezni a méhadatokon az adatok
elemzését megel6zGen. Az egyes doziscsoportok vivGanyag kontrollcsoportokkal valé pdros osszehasonlitdsahoz
és a konfidencia intervallumok kiszdmitdsdhoz a Dunnett-Hsu teszt alkalmazhatd. Az esetleges kirivo esetek
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detektdldsdra és a variancidk homogenitdsdnak értékelésére a studentizdlt rezidudlis pontok haszndlhatk. Ezeket
az eljardsokat alkalmaztdk az OECD validdldsi program sordn, a Statistical Analysis System (SAS Institute, Cary,
NC), 8-as verzié PROC GLM funkcidjdnak hasznélatdval (6) (7).

52. A zar6 jegyzGkonyvnek tartalmaznia kell:

Vizsgdl6 intézmény:
— a felelGs személyzet és a vizsgdlattal kapcsolatos felelGsségi korok,

— a kiinduldsi pozitiv kontrollvizsgdlat adatai és az idGszakos pozitiv kontrolladatok (ldsd a 26. és a 27. bekez-
dést).

Vizsgdlt vegyi anyag:

— a vizsgdlt vegyi anyag jellemzdi,

— fizikai jelleg és adott esetben a fizikai és kémiai tulajdonsdgok,
— a higitdsok készitésének mddja és gyakorisiga,

— a stabilitdssal kapcsolatban kapott adatok,

— az adagol6 oldatok analizisei.

Vivéanyag:
— a vizsgélati vivGanyag jellemz6i (jellege, széllitdja és tételszama),

— a vélasztott viv6anyag indokoldsa (ha az nem viz).

Kisérleti dllatok:

— faj és torzs, illetve megvélasztdsuk indokoldsa,
— szallit6 és konkrét széllitdeszkoz,
— széllitaskori életkor a sziiletési ddtummal,

— éretlen dllatok esetében annak megadasa, hogy anyadllattal vagy nevelt dllattal egyiitt szallitottdk-e Sket, illetve
az elvélasztds ddtuma,

— az allatok akklimatizdcids eljirdsdnak részletei,
— az 4llatok ketrecenkénti szdma,

— az egyes allatok és a csoportok azonositasanak részletei és maodja.

A vizsgdlat korillményei:
— a randomizaldsi folyamat részletei (az alkalmazott médszer),

— a dozis kivélasztdsanak indokldsa,

— a vizsgalt vegyi anyag formuldzdsaval, az elért koncentracioval, a készitmény stabilitdsdval és homogenitasdval
kapcsolatos adatok,

— a vizsgdlt vegyi anyag adagoldsdnak részletei és az expozicids ttvonal kivdlasztdsdnak indokldsa,

— takarmdny (név, tipus, szdllit6, beltartalom, és ha ismert, a fitoosztrogének szintje),

— vizforrds (pl. csapviz vagy sziirt viz) és a vizelldtds médja (nagy tartdlybdl csévon keresztiil, palackban stb.),
— alom (név, tipus, szallitd, beltartalom),

— a ketreces tartds feltételeinek leirdsa, vildgitdsi intervallum, a helyiség h6mérséklete és pdratartalma, takaritds,
— a boncolds és a méh mérlegelésére szolgdlé eljdrdsok részletes leirdsa,

— a statisztikai eljardsok leirasa.
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Eredmények
Minden egyes dllat esetében:

— egyéni testtomegek naponta (a csoportokba torténd besoroldstdl a boncolasig) (0,1 gramm pontossaggal),

— az egyes éllatok életkora a vizsgalt vegyi anyag adagoldsinak megkezdésekor (napokban szdmolva, a sziiletés
napjat a 0. napnak tekintve),

— az egyes dozisok beaddsdnak didtuma és idépontja,

— a beadott adagok szdmitott térfogat és ddzisa, valamint a beadds alatti vagy utdni veszteségekre vonatkozé
megfigyelések,

— az allat dllapotdra vonatkozé napi feljegyzések, beleértve a lényeges tiineteket és megfigyeléseket,
— az clhullds feltételezhetd oka (ha vizsgélat alatt haldoklé vagy halott dllapotban talaltdk az éllatot),
— a humdnus elpusztitds ddtuma és idSpontja az utolsé adagoldstdl szamitott idGintervallummal,

— a nedves méh tomege (0,1 mg pontossiggal), valamint a boncolds és mérésére torténé el6készités alatti lumi-
nélis folyadékvesztéssel kapcsolatos megfigyelések,

— a leitatott méh tomege (0,1 mg pontossiggal).

Minden dllatcsoport esetében:

— atlagos napi testtomeg (0,1 mg pontossaggal) és szords (a csoportokba soroldstdl a boncoldsig),
— Aétlagos nedves méhtomeg és dtlagos leitatott méhtomeg (0,1 mg pontossiggal), szordsok,
— ha mértiik, a napi takarmdnyfogyasztés (elfogyasztott takarmdny gramm/éllat),

— a kezelési csoportok nedves és leitatott méhtomegeit a vivBanyag kontrollcsoportok megegyez$ adataival
oOsszehasonlito statisztikai elemzések eredményei,

— a kezelési csoportok teljes testtomegét és testtomeg-gyarapoddsdt a vivGanyag kontrollcsoportok megegyezd
adataival 9sszehasonlité statisztikai elemzések eredményei.

53. A vizsgélati médszer legfontosabb tényezdinek osszefoglaldsa

Patkdny Egér
Allatok
Torzs Altaldnosan hasznélt laboratériumi ragesdlétorzs
Az éllatok szdma Déziscsoportonként legaldbb hat allat
A csoportok szdma Legaldbb két tesztcsoport (Gtmutatdsért ldsd a 33. bekezdést) és egy negativ
kontrollcsoport

A pozitiv kontrollcsoportra vonatkozé Gtmutatdsért ldsd a 26. és 27. bekezdést

Tartdsi és etetési koriilmények

T° az allatok tartdsdra szolgald | 22 °C = 3 °C

helyiségben
Relativ pératartalom 50-60 %, de nem kevesebb, mint 30 % és nem tobb, mint 70 %
Napi vildgitdsi elrendezés 12 6ra vildgos, 12 6ra sotét

Etrend és ivéviz Ad libitum
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Patkdny Egér
Tartds Egyedileg vagy legfeljebb hdrom egyedbdl dll6 csoportokban (éretlen dllatok

54.

55.

esetében tdrsas csoportos tartds ajanlott)

Etrend és alom

Az étrendben és az alomban alacsony fitoosztrogénszint ajanlott

Protokoll

Moédszer

Eretlen nem ovariektomizalt médszer
(elényben részesitett modszer).

Ovariektomizalt felntt néstény
modszer
Ovariektomizdlt feln6tt nGstény
modszer

Az éretlen éllatok életkora az
adagoldskor

Legkordbban PND 18. Az adagolast a
PND 25 el6tt be kell fejezni.

A jelenlegi vizsgalati modszer szem-
pontjabdl nem relevans.

Eletkor az ovariektémia
idépontjédban

6 és 8 hetes kor kozott.

Az ovariektomizdlt dllatok élet-
kora az adagolaskor

A petefészkek eltavolitdsa és az
adagolds els6 napja kozott
legaldbb 14 napnak kell eltelnie.

A petefészkek eltdvolitdsa és az
adagolds els6 napja kozott
legalabb 7 napnak kell eltelnie.

Testtomeg

Az éllatok testtomege lehetSleg csak minimélisan térjen el egymast6l, és az
atlagos értéktdl maximum * 20 %-kal kiilonbozhet.

Adagolis

Az adagolds médja

Gyomorszonda vagy szubkutan injekci6

Az adagolds gyakorisdga

Napi egyszeri dozis

Adagoland¢ térfogat gyomor-
szondahoz vagy szubkutin
injekcidhoz

< 5 ml/testtomeg kg (vagy max. 10 ml/testtomeg kg vizes oldat esetében)
(2 injektalasi helyre szétosztva a szubkutdn médszer esetében)

Az adagolds id6tartama

Hérom egymast kovetd nap az éretlen
modell esetében

Hét egymast kovetS nap az OVX-
modell esetében

Legaldbb hdrom egymast kovetS nap
az OVX-modell esetében

Boncolds id6pontja

Koriilbeliil 24 6rdval az utolsé dozis utdn

Eredmények

Pozitiv vélasz

Az itlagos méhtomeg statisztikailag szignifikins novekedése (nedves ésjvagy
leitatott)

Referencia sztrogén

17a-etinil-6sztradiol

UTMUTATAS AZ EREDMENYEK ERTELMEZESEHEZ ES ELFOGADASAHOZ

Altaldnossagban, az Gsztrogénszerdi hatds kimutatdsit szolgdlé tesztet pozitivnak kell tekinteni, ha a méh tomege
legaldbb a magas dozis esetében statisztikailag szignifikdns novekedést mutat (p< 0,05), az olddszer kontrollcso-
porttal Osszehasonlitva. A pozitiv eredményt ezenkiviil alitdimaszthatja, ha bioldgiailag elfogadhaté kapcsolatot
lehet kimutatni a dézis és a vélasz nagysdga kozott, szem el6tt tartva, hogy a vizsgalt vegyi anyag egymdst atfeds
osztrogén és antiosztrogén aktivitdsa hatdssal lehet a dézis-vélasz gorbére.

Ugyelni kell arra, hogy az adatok értelmezhetdsége érdekében ne lépjiik tiil a maximadlis tolerdlt dozist. Ebbdl a
szempontbdl a testtomeg csokkenését, a klinikai tiineteket és az egyéb megfigyeléseket alaposan meg kell vizs-

gélni.
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56. Az uterotrofikus bioldgiai vizsgdlat adatainak elfogadhatésdga szempontjdbdl fontos adat a méh témege a vivSa-
nyag kontrollcsoportban. A magas kontrollértékek megkérdGjelezhetik a bioldgiai vizsgdlat érzékenységét és a
nagyon gyenge Osztrogén agonistdk kimutatdsdra vald képességét. A szakirodalom és az uterotrofikus biol6giai
vizsgdlat validdldsa sordn kapott adatok azt mutatjak, hogy magas kontrollatlagok spontdin médon is el6fordul-
hatnak, kiilonosen éretlen allatokban (2) (3) (6) (9). Mivel a méh tomege éretlen patkdnyok esetében sok valtoz6tdl
fiigg, mint példdul a torzs vagy a testtomeg, nem adhaté meg konkrét fels érték a méh tomegére. Irdnymutatds-
ként, ha a leitatott méh tomege éretlen kontrollpatkdnyokban 40 és 45 mg kozott van, az eredményeket
gyanusnak kell tekinteni, a 45 mg feletti méhtomegek pedig a vizsgdlat megismétlését tehetik szitkségessé. Ezt
azonban eseti elbirdlds alapjan kell mérlegelni (3) (6) (8). Felndtt patkdnyok vizsgdlatakor a nem teljes ovariek-
tomia utdn petefészekszovet maradhat vissza, amely endogén 6sztrogént termelhet és késleltetheti a méh tomeg-
ének regresszidjt.

57. A leitatott vivGanyagos kontrollcsoportban az éretlen ndstény patkdnyok esetében a testtomeg 0,09 %-dndl, az
ovariektomizdlt fiatal felndtt néstények esetében pedig a testtomeg 0,04 %-dndl alacsonyabb méhtomeg elfoga-
dhaté eredményeket ad [ldsd a 31. tdblazatot (2)]. Ha a kontroll méhtomegek magasabbak ezeknél az értékeknél,
akkor tobb tényezét is alaposan meg kell vizsgalni, beleértve az dllatok kordt, az ovariektomia megfelel§ kivitele-
zését, az étrendi fitoosztrogéneket, és igy tovdbb, és a vizsgdlat negativ eredményét (Osztrogén-aktivitdsra utald
jelek nincsenek) Gvatosan kell kezelni.

58. A vivBanyag kontrollcsoportra vonatkozé torténeti adatokat meg kell Srizni a laboratériumban. A pozitiv refe-
rencia 6sztrogénre (mint példdul a 17a-etinil-6sztradiol) adott vélaszokkal kapcsolatos torténeti adatokat is meg
kell drizni a laboratériumban. A laboratériumok az ismert gyenge sztrogén agonistakra adott valaszokat is tesz-
telhetik. Mindezen adatok osszehasonlithatok a rendelkezésre dll6 adatokkal (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) annak igazo-
ldsdra, hogy a laboratériumi modszerek érzékenysége megfeleld.

59. A leitatott méhtomegek kisebb variabilitdst mutattak az OECD validdlasi vizsgdlat sordn, mint a nedves méhto-
megek (6) (7). A barmelyik mérésben adott szignifikins valasz azonban azt jelzi, hogy a vizsgdlt vegyi anyag
pozitiv az Gsztrogénaktivitds szempontjabol.

60. Az uterotrofikus védlasz azonban nem teljesen Osztrogén eredetd, de az uterotrofikus bioldgiai vizsgalat pozitiv
eredményét dltaldban tgy kell értelmezni, mint az in vivo Gsztrogénpotencidl bizonyitékat, és tovabbi tisztdzdst
kell kezdeményezni (ldsd a 9. bekezdést és az »OECD Fogalmi keret az endokrin rendszert kdrosité vegyi anyagok
tesztelésére és értékelésére« c. anyagot, 2. melléklet).

1. dbra

A petefészkek miitéti eltivolitisinak sematikus dbrdja

Petefészek

> Petevezeték

= Vigja el itt

M Meh

Bemetszés

A mesometrium, az erek és a
zs{rszovet nincsenek feltiintetve

Az eljards a dorzolaterdlis hasfalat az alsé bordaszél és a csip6lapdt kozotti felez6pontban megnyit6 kb. 1 cm-es
hosszanti bemetszéssel kezdddik, az dgyéki izom laterdlis sz€lét6l néhdny milliméterre laterdlisan. A petefészkeket
megkeressiik a hasiiregben. A petefészkeket kiemeljiik a hasiiregb6l egy aszeptikus teriiletre, érlekotést helyeziink
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fel a petefészkek és a méh kozott a vérzés kontrolldldsa céljdbol, majd a petefészkeket a petevezetékek és a
méhkiirtok taldlkozasdndl az érlekotés feletti dtmetszéssel levdlasztjuk. Miutdn meggydzddtink arrdl, hogy nem
all fenn jelentGsebb mértékdi vérzés, a hasfalat varrattal, a bért pedig pl. kapcsokkal vagy megfelel§ varrattal
zarjuk. Az dllatoknak a felhaszndlds el6tt legaldbb 14 napot biztositunk arra, hogy felépiiljenek és a méh tomege
minimdlisra csokkenjen.

2. dbra

A méhszovetek eltivolitisa és elGkészitése a tomeg mérésére.

MEH
TOMEGE

Atmetszés vonala boncoldskor

Az eljaras azzal kezd6dik, hogy a hasfalat az dgyéki symphysisnél megnyitjuk. Ezutdn mindkét petefészket, ha
megvannak, és a méhkiirtoket levdlasztjuk a dorzalis hasfalrol. A hagyhdlyagot és hiigyvezetékeket eltdvolitjuk a
méh és a hiively ventrilis és laterdlis oldaldrdl. A végbél és a hiively kozotti fibrozus tapadast szétvalasztjuk, amig
a vagina nyilasdnak és a git bdrének taldlkozdsat be nem lehet azonositani. A hiively faldt a vagina és a perineum
bére kozotti taldlkozds folott dtvagva a méhet és a hivelyt levdlasztjuk a testrdl, amint az dbrdn lithat6. A méhet
a test faldrél a méhszarvak dorzolaterdlis aspektusdhoz teljes hosszuk mentén csatlakoz6 mesenterium finom atvé-
gasaval kell lefejteni. A testbSl valé eltavolitast kovetSen a felesleges zsir- és kotdszovetet lemetsszik. Ha
megvannak a petefészkek, eltavolitjuk ket a petevezetékrdl, elkeriilve a méhszarvon keresztiili luminalis folyadék-
veszteséget. Ha az dllat mdr ovariektomizdlt, a csonkokat megvizsgéljuk petefészekszovet jelenlétére. A hivelyt
kozvetleniil a méhnyak alatt tavolitjuk el a méhrdl gy, hogy a méhnyak a méhtesttel egyiitt maradjon, amint az
dbran lathat6. A méhet ezutdn meg lehet mérni.
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1. fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Antiosztrogenitds: egy vegyi anyag azon képessége, hogy emlGsdllatok szervezetében a 17£-6sztradiol hatdsat gatolja.
Vegyi anyag: egy anyag vagy keverék.

Sziiletés napja: a 0. posztnatdlis nap.

Adagolis: éltaldnos fogalom, amely a dézist, valamint az adagolds gyakorisdgdt és id6tartamdt foglalja magdban.

Dazis: a vizsglt vegyi anyag beadott mennyisége. Az uterotrofikus bioldgiai vizsgalat esetében a dozist a vizsgalt vegyi
anyag tomegének és a kisérleti dllat egységnyi testtomegének napi hdnyadosaként (példaul mg/testtomeg kilogramm/nap)
fejezziik ki.

Maximdlis tolerdlhaté dézis (MTD): a vegyi anyag azon legnagyobb mennyisége, amely a szervezetbe beadva még
nem pusztitja el a vizsgélt llatokat (jel6lése: LD,) (IUPAC, 1993)

Osztrogenitds: egy vegyi anyag azon képessége, hogy emléséllatok szervezetében a 17R-dsztradiolhoz hasonlé hatdst
fejtsen ki.

X. posztnatilis nap: az élet X. napja a sziiletés napjit kovetGen.

Erzékenység: az sszes olyan pozitiv/aktiv vegyi anyag ardnya, amelyet a vizsgdlat helyesen sorolt be. A vizsglati
moédszer pontossigdnak olyan mérészdma, amely kategorikus eredményre vezet, és amely fontos eszkoz a vizsgdlati
modszer alkalmazhatosaganak megitélésében.

Specificitds: a vizsgdlat elvégzésével helyesen besorolt Gsszes negativ/inaktiv vizsgdlt vegyi anyag ardnya. A vizsgdlati
modszer pontossdganak olyan mérészama, amely kategorikus eredményre vezet, és amely fontos eszkoz a vizsgélati
modszer alkalmazhat6sdgdnak megitélésében.

Vizsgdlt vegyi anyag: barmely, e vizsgilati mddszer alkalmazdsdval vizsgdlt anyag vagy keverék.
Uterotrofikus: a méh szoveteire gyakorolt pozitiv hatds lefrdsdra haszndlt fogalom.

Validicié: tudomdnyos folyamat, amelynek célja egy adott vizsgdlati mddszer miikodési kovetelményeinek és korld-
tainak jellemzése, valamint megbizhatosaganak és egy adott célhoz kapcsol6do relevancidjanak igazoldsa.



2. fiiggelék

Megjegyzés: A Test Guidelines Programme titkdrsdga dltalaz EDTA Task Force 6. Ulésén elért megdllapodds alapjén készitett dokumentum

Az OECD fogalmi kerete az endokrin rendszert kirosité vegyi anyagok tesztelésére és értékelésére

1.szint
Rendezés és prioritdsok megéllapitdsa
a meglévé informdcidk alapjin

lebomlds

médjai
— vesz¢|

— fizikai-kémiai tulajdonsagok, pl. molekulasily, reaktivitds, volatilitds, bioldgiai
— emberi és kornyezeti expozicid, pl. elSéllitott volumen, kibocsdtds, felhaszndlds

1. rendelkezésre 3116 toxikoldgiai adatok

2.szint
Mechanisztikus adatokat szolgaltat6
in vitro vizsgdlatok

—ER, AR, TR receptorkotddési affinitds

— Transzkripcids aktivalodds

— Aromatdz és in vitro szteroidogenezis

— Aril-hidrokarbon receptor felismerés kotSdés
— QSAR

— Magas teljesitmény elGsziirés
— Pajzsmirigy-funkcié

— Hal hepatocita VTG-vizsgélat
—Egyéb (sziikség szerint)

3.szint
Egyetlen endokrin mechanizmusrdl
és hatdsrél adatokat szolgdltatd in
vitro vizsgdlatok

— Uterotrdp vizsgilat (Osztrogének)
— Hershberger assay (androgének)

— Nem receptorok dltal medidle
hormonfunkcié
— Egyéb (pl. pajzsmirigy)

— Hal VTG (vitellogenin)
vizsglat (Gsztrogén)

4. szint
Tobb endokrin mechanizmusrdl
és hatdsrdl adatokat szolgdltatd in
vitro vizsgélatok

— kibgvitett OECD 407 (végpontok az

endokrin mechanizmusok alapjén)
— him és néstény pubertilis vizsgdlatok
— felndtt ép him vizsgélat

— Hal gonadlis
hisztopatoldgiai vizsgdlat
— Béka metamorfézis vizsgdlat

5. szint
Endokrin és egyéb
mechanizmusok hatdsairdl
adatokat szolgdltaté in vitro
vizsgilatok

— 1-generdcids vizsgilat (kibGvitett TG41 5)

— 2-genercis vizsgalat (kib6vitett TG416)"

— reprodukcids sziirSteszt (kibSvitett TG421)

— kombindlt 28 nap/reprodukciods sztirGteszt
(kib6vitett TG 422)"

1

' A VMG mam 4ltal mérlegelendd lehetséges

kibvitések

— Részleges és teljes életciklus
vizsgdlatok halakban,
madarakban, kétéltiiekben és
gerinctelenekben (fejlédés és
reprodukcid)

VMG mamm: Validation Management Group on Mammalian Testing and Assessment
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MEG]EGYZI:]SEK A KERETRENDSZERHEZ

1. megjegyzés: A belépés és kilépés minden szinten lehetséges és a veszély- és kockazatértékelésre szolgdld informdcids
igények jellegétdl fiigg

2. megjegyzés: Az 5-0s szinten az Okotoxikoldgidnak olyan végpontokat is tartalmaznia kell, amelyek jelzik a kdros
hatédsok és a potencidlis populdcids kdrok mechanizmusait

3. megjegyzés: Amikor egy multimodalis modell tobb egyetlen végponti vizsgilatot lefed, ez a modell az egyetlen
végpontu vizsgélatok helyébe 1ép

4. megjegyzés: Az egyes vegyi anyagokat eseti alapon kell értékelni, figyelembe véve az Gsszes rendelkezésre 4ll6 infor-
méciot és szem el6tt tartva a keretrendszer killonboz§ szintjeinek funkcidjat.

5. megjegyzés: A keretrendszert jelenleg nem lehet mindenre kiterjed6nek tekinteni. A 3., 4. és 5. szinten olyan vizsgila-
tokat foglal magdban, amelyek mér rendelkezésre dllnak vagy amelyek validdlisa még folyamatban van.
Ami az utdbbiakat illeti, ezeket a keretrendszer ideiglenes jelleggel tartalmazza. Miutdn kifejlesztették és
validaltdk ezeket, hivatalosan is bekeriilnek a keretrendszerbe.

6. megjegyzés: Az 5. szintet nem lehet gy tekinteni, hogy csak végleges teszteket tartalmaz. Az ezen a szinten szerepeld
teszteket igy tekintik, hogy azok hozzdjéruljanak az dltaldnos veszély- és kockazatértékeléshez
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B.55. HERSHBERGER BIOASSAY PATKANYOKBAN; GYORS SZURGVIZSGALAT AZ (ANTI)ANDROGEN TULAJDON-
SAGOK KIMUTATASARA

BEVEZETES

1. Ez a vizsgdlati mddszer egyenértékdi az OECD 441. vizsgdlati irdnymutatdsdban (2009) leirt médszerrel. 1998-
ban az OECD a meglévd vizsgdlati irinymutatdsok feliilvizsgalatdra, valamint az endokrin rendszert esetlegesen
kérosité anyagok kisztirésére és vizsgalatdra vonatkozd Uj vizsgdlati irdnymutatdsok kidolgozdsara irdnyuld, ki-
emelt fontossagl tevékenységet inditott (1). A tevékenység egyik eleme a patkdnyok Hershberger bioassay vizsgd-
lati irdnymutatdsdnak kidolgozdsa volt. A gydgyszeriparban tortént tobb évtizedes haszndlat utdn ezt a vizsgdlatot
el@szor egy hivatalos szakértdi bizottsdg szabvanyositotta az androgén vegyszerek kimutatdsdra szolgdld sz(ird-
vizsgdlatként 1962-ben (2). A patkdny Hershberger bioassay-t 2001 és 2007 kozott egy alapos validdlasi prog-
ramnak vetették ald, beleértve a hattérdokumentum elkészitését (23), a részletes modszerdokumentdcid osszedlli-
tasdt (3), a boncoldsi irdnymutatds kifejlesztését (21) és a bioassay megbizhatdsdgdnak és reprodukélhatdsdganak
igazoldsa céljabdl végzett kiterjedt, laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti vizsgalatokat. Ezeket a validd-
lasi vizsgalatokat egy erés referencia androgénnel (tesztoszteron-propiondt (TP)), két erGs szintetikus androgénnel
(trenbolon-acetdt és metil-tesztoszteron), egy erés antiandrogén gydgyszerkészitménnyel (flutamid), a természetes
androgén (dihidro-tesztoszteron, DHT) szintézisének egy erds inhibitordval (finaszterid), tobb gyenge antiandrogén
peszticiddel (linuron, vinklozolin, procimidon, p,p’-DDE), egy ers 5-a-reduktdz inhibitorral (finaszterid) és két
ismert negativ vegyi anyaggal (dinitro-fenol és nonilfenol) végezték el (4) (5) (6) (7) (8). Ez a vizsgdlati méodszer a
bioassay-vel gyjtott hosszi torténeti tapasztalatokon, a validaldsi tesztprogram sordn szerzett tapasztalatokon,
valamint az ezek keretében kapott eredményeken alapul.

2. A Hershberger bioassay egy rovid tdvd in vivo sziirGvizsgélat, amely a him nemi szervek kiegészit szoveteit hasz-
ndlja. A vizsgdlat az 1930-as évekbdl szdrmazik és az 1940-es években moédositottdk, hogy beleépitsék a him
nemi szervek androgénre érzékeny izmait (2) (9-15). Az 1960-as években tobb mint 700 lehetséges androgént
értékeltek a protokoll szabvanyositott valtozatdval (2) (14), és az 1960-as években ezt a vizsgilatot tartottdk az
androgének és az antiandrogének kimutatdsdra szolgdlé standard mddszernek (2) (15). A jelenlegi bioldgiai vizs-
gilat 6t androgénfiiggs szovet tomegének véltozdsdn alapul kasztrdlt peripubertdlis him patkdnyokban. A vegyi
anyagoknak az androgén agonistdkéval, antagonistdkéval vagy 5a-reduktdz inhibitorokéval megegyez8 bioldgiai
aktivitds kivaltdsdra vald képességét értékeli. A vizsgalati modszerbe bevont ot androgénfiiggs célszovet: ventralis
prosztata (VP), ond6hélyag (SV) (plusz a folyadékok és a koaguldlé mirigyek), levator ani-bulbocavernosus (LABC)
izom, péros Cowper-mirigyek (COW), glans penis (GP). A kasztrdlt peripubertdlis him patkdnyokban ezek a
szovetek abszolut tomegiik novekedésével reagdlnak az androgénekre. Amikor ugyanezeket a szoveteket ers refe-
rencia androgén beaddsdval arra 6sztonzik, hogy noveljék a tomegiiket, mind az 6t szovet abszolut tomegének
csokkenésével reagdl az antiandrogénekre. A Hershberger bioassay elsGdleges modellje a miitétileg ivartalanitott
peripubertdlis him éllat, amelyet a Hershberger validdlasi program 1., 2. és 3. fazisiban validaltak.

3. A Hershberger bioassay az androgén agonistdk, androgén antagonistdk és 5a-reduktdz inhibitorok mechanisztikus
in vivo szlirdvizsgélatdnak céljara szolgdl, és alkalmazdsit az »OECD Fogalmi keret az endokrin rendszert kdrositd
vegyl anyagok tesztelésére és értékelésére« c. (2. fuggelék) Osszefiiggésében kell szemlélni. Ebben a fogalmi
keretben a Hershberger bioassay-t a 3. szint tartalmazza olyan in vivo vizsgalatként, amely egyetlen endokrin
mechanizmusrdl, az (anti)adrogénszerd hatdsrdl szolgdltat adatokat. A Hershberger bioassay-t gy haszndljdk,
hogy beépitik az endokrin rendszerrel potencidlisan kolcsonhatdsba 1ép6 vegyi anyagok azonositdsdra szolgéld in
vitro és in vivo vizsgdlatsorozatba, amely végsd soron az emberi egészségre vagy a kornyezetre gyakorolt veszélyek
és kockazatok értékelését célozza.
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4. Az ivartalanitdssal kapcsolatos dllatjoléti megfontoldsok miatt az ép (nem ivartalanitott) stimulalt elvélasztott him
egyedeket vélasztott dk ki alternativ modellként a Hershberger bioassay-hez, hogy a kasztrdldsi 1épés elkeriilhet§
legyen. A stimulalt elvélasztott vizsgalati médszert validdltdk (24); a validaldsi vizsgalatok sordn azonban a Hersh-
berger bioassay elvdlasztott véltozata a tesztelt dozisokban nem bizonyult alkalmasnak a gyenge antiandrogének
androgénfiigg$ szervek tomegére gyakorolt hatdsainak kovetkezetes érzékelésére. Ezért ezt a vizsgdlati modszer
nem tartalmazza. Ugyanakkor figyelembe véve, hogy alkalmazdsa nemcsak éllatjoléti elényokkel jar, de az egyéb
hatdsmechanizmusokra vonatkozé informdcidkat is nyujthat, a teszt rendelkezésre dll az OECD 115. irdnymutatd-
sdban (25).

KIINDULASI MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

5. Az androgén agonistdk és antagonistdk ligandumként hatnak az androgén receptorokra és aktivdlhatjdk vagy
gatolhatjdk a receptor dltal kontrolldlt géntranszkripciét. Ezenkivill egyes vegyi anyagok néhdny androgén célszo-
vetben gétoljdk a tesztoszteronnak egy hatdsosabb természetes androgénre, a dihidrotesztoszteronra valé dtalaki-
tasdt (5a-reduktdz inhibitorok). Az ilyen vegyi anyagok egészségiigyi veszélyt jelenthetnek, beleértve a reproduktiv
és a fejlédési hatdsokat. Ezért fenndll a szabdlyozoi igény a vegyi anyagok lehetséges androgén agonista, antago-
nista vagy 5a-reduktdz inhibitor hatdsdnak gyors felmérésére és értékelésére. Bar informativak, a ligandum recep-
torkotédésben mért affinitdsa egy androgén receptorhoz vagy a riporter gének in vitro transzkripciés aktivaldsa
nem az egyetlen meghatdrozéi a lehetséges veszélynek. Tovabbi tényezSk lehetnek a szervezetbe torténd belé-
péskor bekovetkezd metabolikus aktivalodds és deaktivdlodas, a vegyi anyag célszovetekbe torténd disztribucidja,
illetve a szervezetbdl torténd kiiiriilése. Ennek kovetkeztében szitkség van arra, hogy in vivo, azaz aktudlis koriil-
mények kozott és expozicié mellett sziirjék a vegyi anyagok lehetséges aktivitdst. Az in vivo értékelés kevésbé
fontos, ha a vegyi anyag jellemz6i a felszivodds-eloszlds-metabolizmus-kiiiriilés (absorption-distribution-metabo-
lism-elimination, ADME) tekintetében ismertek. Az androgénfiiggé szovetek gyors és erdteljes novekedéssel
reagdlnak az androgének dltali stimuldcidra, kiilonosen a kasztrdlt peripubertdlis him patkanyokban. A rdgcsiléfa-
jokat, kiilonosen a patkdnyokat, széles korben hasznaljdk a kockdzatok jellemzését célzo toxicitasi vizsgalatokra is.
Ezért az vizsgdlatnak a kasztrlt peripubertélis patkdnyokat és az 6t célszovetet felhaszndl6 valtozata alkalmas az
androgén agonistdk, antagonistdk és 5a-reduktdz inhibitorok in vivo szlirésére.

6. A vizsgdlati médszer az OECD validdldsi vizsgélatban alkalmazott azon protokollokon alapul, amelyeket a labora-
tériumon beliili és laboratériumok kozotti vizsgalatokban megbizhaténak és reprodukdlhaténak taldltak (4) (5) (6)
(7) (8). Ez a vizsgdlati médszer mind az androgén, mind az antiandrogén eljardst bemutatja.

7. Bdr az OECD Hershberger bioassay validaldsi program sordn volt némi eltérés az egyes laboratériumok kozott az
antiandrogének kimutatdsdra haszndlt TP dézisdban (0,2 vagy 0,4 mglkg/nap, szubkutdn injekcid), alig volt
killonbség a két protokollvéltozat kozott a gyenge vagy erds antiandrogén aktivitds detektaldsdra vonatkozé képes-
ségben. Ugyanakkor egyértelmd, hogy a TP dézisa nem lehet annyira magas, hogy blokkolja a gyenge androgén
receptor (AR) antagonistdk hatdsdt, vagy olyan alacsony, hogy az androgén szovetek antiandrogén egyidejii alkal-
mazdsa nélkiil is csak kis novekedési valaszt mutassanak.

8. Az egyes androgénfiiggd szovetek altal adott névekedési vdlasz nem teljesen androgén eredet(i, az androgén
agonistakon kiviil mds vegyi anyagok is megvaltoztathatjak egyes szovetek tomegét. Ugyanakkor tobb szovet egyi-
dejii novekedési valasza inkdbb androgén-specifikus mechanizmust tdmaszt ald. Példdul az erGs dsztrogének magas
dézisai novelhetik az ondéhdlyag tomegét, az vizsgilatba bevont tobbi androgénfiiggs szovet azonban nem ad
hasonl¢ vilaszt. Az antiandrogén vegyi anyagok androgénreceptor antagonistaként vagy 5a-reduktdz inhibitorként
mukodhetnek. Az 5a-reduktdz inhibitoroknak véltozé hatdsuk van, mert a hatdsosabb dihidrotesztoszteronra
torténd konverzié szovetenként eltéré mértékil. Az 5a — reduktdzt gatlé antiandrogének, mint a finaszterid, kifeje-
zettebb hatédssal birnak a ventrdlis prosztatdban, mint mds szovetekben, osszehasonlitva egy potens AR antagonis-
tdval, példdul a flutamiddal. Ezt a szoveti vdlaszban megmutatkozo6 killonbséget arra lehet hasznalni, hogy kiilonb-
séget tegyenek az AR dltal medialt és az 5a — reduktdz altal medidlt hatdsmédok kozott. Ezen tdlmenden, az
androgén receptor evolicidsan rokon az egyéb szteroid hormonok receptoraival, és ezért néhdny mas hormon, ha
magas, szuprafizioldgids dozisszinteken adagoljak, képes megkotGdni és antagonizdlni a TP novekedést serkentd
hatdsait (13). Tovabbd az is val6szindinek ttinik, hogy a fokozott szteroid metabolizmus és a szérum tesztoszteron-
szintjének ennek kovetkeztében eldllé csokkenése csokkentheti az androgénfiiggd szovetek novekedését. Ezért a
Hershberger bioassay pozitiv eredményét az adatok bizonyitd erejének mérlegelésével kell értékelni, beleértve az in
vitro vizsgalatokat, mint példdul az AR és az Osztrogén receptor (ER) kotédési vizsgdlatokat és a megfeleld transz-
kripci6s aktivaldsi vizsgdlatokat, vagy mds in vivo vizsgdlatokat, amelyek hasonl6é androgén célszoveteket vizs-
gdlnak, mint példdul a him pubertdlis vizsgdlat, a 15 napos ép felnStt him vizsgdlat, vagy a 28 vagy 90 napos
ismételt adagoldsu vizsgélatok.
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9. A tapasztalat azt mutatja, hogy a xenobiotikum androgének ritkdbbak, mint a xenobiotikum antiandrogének. A
varakozdsok szerint ezért a Hershberger bioassay-t a leggyakrabban antiandrogének sziirésére fogjk haszndlni.
Azonban az androgének tesztelésére szolgdld eljards is ajanlhaté szteroid vagy szteroidszeri vegyi anyagok, illetve
olyan vegyi anyagok esetében, amelyeknél a Iehetséges androgén hatdsra vonatkozé jelzés a fogalmi
keret 1. vagy 2. szintjében foglalt médszerekbdl szdrmazik (2. szdmt melléklet). Hasonloképpen, ha esetleg az 5.
szintli vizsgdlatokban (anti)androgén profilokkal Osszefiigg kdros hatdsokat lehet megfigyelni, akkor fel kell
mérni, hogy a vegyi anyag endokrin hatdsmechanizmus alapjan mdkodik-e.

10. Minden dllatkisérleteken alapul6 eljardst az dllatgondozdsra vonatkozé helyi szabvinyoknak megfelelGen kell
végrehajtani; az aldbbiakban foglalt, gondozdsra és kezelésre vonatkozd leirdsok minimalis teljesitményszabva-
nyok, amelyeket a helyi szabdlyozdsok — mint példdul a tudomdnyos célokra felhaszndlt dllatok védelmérdl
sz6l6 2010/63[EU eurbpai parlamenti és tandcsi irdnyelv (2010. szeptember 22.) (26) — felilirnak (38). Az élla-
tokkal valé humdnus bandsmédrél sz6l6 tovabbi irdnymutatds a megfelel6 OECD-kiadvanyban taldlhat6 (17).

11.  Mint minden, kisérleti dllatokat felhaszndl6 bioldgiai vizsgdlatndl, itt is alaposan meg kell fontolni, hogy el kell-
egyaltaldn végezni ezt a vizsgélatot. AlapvetSen két okbdl lehet egy ilyen dontést hozni:

— magas expozicids potencial (a fogalmi keret 1-es szintje) vagy az in vitro vizsgalatokban megfigyelt (anti)andro-
génszer( hatdsra utald jelek (2. szint) esetén annak aldtdmasztdsat célzé vizsgdlatok, hogy az ilyen hatdsok in
yivo is el6fordulhatnak-e,

— a 4. vagy 5. szint{i in vivo vizsgdlatokban az (anti)androgenitdssal 6sszhangban dll6 hatdsok esetén a konkrét
hatdsmechanizmust aldtdmaszté vizsgdlatok, pl. annak meghatdrozdsdra, hogy a hatdsok (anti)androgén
mechanizmus miatt 1éptek-e fel.

12. Az ebben a vizsgilati mbdszerben haszndlt fogalmak meghatdrozdsat az 1. fiiggelék tartalmazza.

A VIZSGALAT ELVE

13. A Hershberger bioassay érzékenységéhez minimdlis mennyiségii endogén androgént termelS him dllatokra van
sziikség. Ez ivartalanitott him dllatok hasznélatdval érhet§ el, feltéve, hogy a kasztralds utdn elegendd id6t biztosi-
tottak a célszovetek minimumra valé visszafejlédéséhez és az egységes kiinduldsi tomeg eléréséhez. Igy a poten-
cidlis androgén aktivitds sziirésekor a kering6 endogén androgének szintje alacsony, a hipotalamusz-agyalapi
mirigy-gondd tengely nem képes a visszacsatoldsi mechanizmusok révén a kompenzaciora, a szovetek reagdloké-
pessége maximalis, a szovet kiinduldsi tomegének variabilitdsa pedig minimdlis. A potencidlis antiandrogén akti-
vitds sztirésekor kovetkezetesebb szoveti tomeggyarapodds érhetd el, ha a szoveteket referencia androgénnel stimu-
laljuk. Ennek eredményeként a Hershberger bioassay-hez csak 6 éllatra van szitkség déziscsoportonként, mig az
ép pubertaskort vagy feln6tt him egyedekkel végzett mas vizsgdlatokban déziscsoportonként 15 him éllat vizsgé-
lata javasolt.

14. A peripubertélis him patkdnyok ivartalanitasit a megfelel6 modon kell elvégezni az elfogadott érzéstelenitési és
aszeptikus technikdk alkalmazdsival. A mditét utdni els6 néhdny napban fijdalomcsillapitot kell adni mdtét utdni
kellemetlen érzés megsziintetéséhez. A kasztracié annak révén noveli a vizsgalat pontossdgat a gyenge androgének
és az antiandrogének felismerése terén, hogy megsziinteti az intakt dllatokban jelen 1év6 kompenzaciés endokrin
feed-back mechanizmusokat, amelyek csokkenthetik a beadott androgének és antiandrogének hatdsat, valamint
hogy kizdrja a szérum tesztoszteron-szintjének egyedek kozotti nagymértékd variabilitdsat. Ezért a kasztraci6
csokkenti az ezen endokrin aktivitdsok sziiréséhez sziikséges dllatok szdmat.

15.  Amikor a sziirés potencidlis androgén aktivitds detektaldsa céljabdl torténik, a vizsgdlt vegyi anyagot tiz egymdst
kovetS napon 4t naponta adjuk be az dllatoknak gyomorszonddn 4t ordlisan vagy szubkutdn (sc.) injekcié formd-
jaban. A vizsgdlt vegyi anyagokat a kisérleti dllatok legaldbb két kezelési csoportjanak adjuk be, csoportonként egy
dozisszintet haszndlva. Az éllatokat kortilbeliil 24 6rdval az utols6 dézis utdn felboncoljuk. Két vagy tobb célszerv
tomegének a viv6anyag kontrollcsoporthoz viszonyitott statisztikailag szignifikins novekedése a vizsgdlt vegyi
anyag csoportokban azt jelzi, hogy a vizsgalt vegyi anyag pozitiv a potencidlis androgén aktivitds szempontjabdl
(lasd a 60. bekezdést). Az olyan androgének, mint a trenbolon, amelyeket az 5a — reduktdz nem alakit 4t, kifeje-
zettebb hatdst gyakorolnak az LABC-re és a GP-re, mint a TP, de minden sz6vetnek nagyobb novekedést kell
mutatnia.

16. Amikor a sz(irés potencidlis antiandrogén aktivitds detektaldsa céljabdl torténik, a vizsgdlt vegyi anyagot tiz
egymadst kovetd napon dt naponta adjuk be az dllatoknak gyomorszonddn 4t ordlisan vagy szubkutdn injekcié
forméjdban, és az allatok naponta sc injekci6é formdjaban TP dézisokat is kapnak (0,2 vagy 0,4 mg/kg/nap). A



L 247/46 Az Eurépai Uni6 Hivatalos Lapja 2014.8.21.

validdldsi programban azt dllapitottdk meg, hogy 0,2 vagy 0,4 mg/kg/nap TP-d6zist is lehet haszndlni, mivel
mindkét dozis alkalmas volt az antiandrogének kimutatdsara, ezért az egyik dozist ki kell vélasztani a vizsgalatban
torténd hasznélat céljdra. A vizsgdlt vegyi anyag fokozatos ddzisait adjuk be a kisérleti allatok legalabb hdrom
kezelési csoportjanak, csoportonként egy dézisszintet haszndlva. Az dllatokat koriilbeliil 24 6rdval az utolsé dozis
utdn felboncoljuk. Két vagy tobb célszerv tomegének statisztikailag szignifikdns csokkenése a vizsgdlt vegyi anyag
plusz TP csoportban csak a TP kontrollcsoporttal osszehasonlitva azt jelzi, hogy a vizsgalt vegyi anyag pozitiv
potencidlis antiandrogén aktivitdsra (ldsd a 61. bekezdést).

A MODSZER ISMERTETESE

A faj és a torzs kivalasztisa

17. A patkdnyt mdr az 1930-as évek o6ta rutinszerfien haszndljak a Hershberger bioassay-ben. Bar biologiailag valé-
szind, hogy a patkdny és az egér hasonlé vélaszokat adna, a patkdnymodellel szerzett 70 éves tapasztalat alapjan
a patkdny a kivalasztott faj a Hershberger bioassay-hez. Ezenkiviil, mivel a Hershberger bioassay eredménye egy
hosszii tav multigenerdcios vizsgalat el6zménye lehet, mindkét kisérlethez csak ugyanabbdl a fajbdl és torzsbdl
szdrmazd, azonos eredetd allatokat haszndlhatunk.

18.  Ez a protokoll lehet6vé teszi a laboratériumoknak, hogy kivélasszék a vizsgilati eljdrdsban alkalmazandé patkdny-
torzset, amelynek dltaldinossdgban ugyanannak kell lennie, mint a részt vevd laboratérium altal torténetileg hasz-
ndlt torzs. Az dltaldnosan hasznalt laboratériumi patkdnytorzsek is haszndlhatok; 42 napos korndl 1ényegesen
késdbb érd torzseket azonban nem szabad hasznalni, mivel ezeknek a himeknek a 42 napos korban torténd kaszt-
rdci6ja megel6zheti a glans penis tomegének mérését, amelyet csak akkor lehet elvégezni, miutdn a fityma elkiilo-
niilt a pénisztesttdl. Igy a Fisher 344 patkdnyt6l szirmazo torzseket nem szabad hasznilni, ritka esetekt6l elte-
kintve. A Fisher 344 patkdny szexudlis fejlédésének mds, dltalinosabban haszndlt torzsekkel, példdul a Sprague-
Dawley- vagy a Wistar-torzzsel (16) dsszehasonlitva eltérd az id6zitése. Ha ilyen torzset kivinnak hasznalni, akkor
a laborat6riumnak egy kicsit id6sebb korban kell ivartalanitania az dllatokat, és demonstrélnia kell az alkalmazott
torzs érzékenységét is. A patkdnytorzs kivélasztdsat a laboratériumnak egyértelmtien meg kell indokolnia. Ha a
szlirGvizsgalat egy ismételt adagoldsti orélis vizsgdlat, reproduktiv és fejl6dési vizsgélat, vagy hosszi tavi vizsgilat
bevezetdje lehet, akkor lehetSleg minden vizsgdlathoz ugyanabbdl a torzsbdl vald, azonos eredetii allatokat kell
hasznalni.

Tartdsi és etetési koriilmények

19. Minden eljardsnak meg kell felelnie a laboratériumi dllatgondozdsra vonatkozé valamennyi helyi szabvinynak.
Ezek a gondozdsra és kezelésre vonatkoz6 leirdsok minimdlis teljesitményszabvanyok, amelyeket a szigortibb helyi
szabalyozdsok — mint példdul a tudomdnyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl sz616 2010/63/EU eurdpai
parlamenti és tandcsi irdnyelv (2010. szeptember 22.) (26) — feliilirnak (38). A kisérleti allatok tartdsdra szolgdl6
helyiség hémérsékletének 22 °C-nak (kb. £3 °C eltérési tartomdnnyal) kell lennie. A helyiség relativ pdratartal-
ménak legaldbb 30 %-nak kell lennie, és a takaritds id6tartamdtdl eltekintve lehetSleg ne haladja meg a 70 %-ot.
A relativ pdratartalom célértékének 50-60 % kozott kell lennie. A vildgitds legyen mesterséges. Naponta 12 6rds
vildgos és 12 6rds sotét periddusok valtsdk egymast.

20. Az dllatok fiatal kora miatt és mert a patkdnyok tdrsas lények, a csoportos tartds el6nyosebb az elszigeteltséggel
szemben. Ketrecenként két-hdrom éllat elhelyezése révén elkeriilhet§ a zsifoltsdg és a hozzd kapcsolddd stressz,
amely zavarhatja a jarulékos ivarszervi szovetek fejlédésének hormondlis szabalyozdsit. A szennyezd anyagok
eltdvolitdsa érdekében a ketreceket alaposan meg kell tisztitani és igy kell elrendezni, hogy minimalisra lehessen
csokkenteni a ketrec elhelyezésének lehetséges hatdsait. Megfelel§ méretti (~2 000 négyzetcentiméter) ketrecek
alkalmazasdval megakaddlyozhatd a tdlzsifoltsdg.

21.  Valamennyi édllatot humanus moédszerrel egyedileg kell azonositani (pl. fiiljelolés vagy krotdlia). Az azonositdsra
haszndlt médszert fel kell jegyezni.

22. A laboratériumi takarmdnyt és az ivovizet korldtozds nélkiil kell biztositani. A Hershberger bioassay-t végzd labo-
ratériumoknak azt a laboratériumi takarmdnyt kell hasznalniuk, amelyet a vegyi anyagok tesztelése sordn dltald-
nosan hasznalnak. A bioassay validdldsi vizsgdlataiban az étrendre visszavezethetd hatds vagy variabilitds nem volt
megfigyelhet. Az alkalmazott étrendet fel kell jegyezni és a laboratériumi takarmdny mintdjit az esetleges
késdbbi analizishez meg kell Srizni.

Alkalmassdgi kritériumok az androgénfiiggd szervek tomegének méréséhez

23. A validiciés vizsgdlat sordn nem taldltak bizonyitékot arra, hogy a testtomeg csokkenése befolydsolta volna a
célszovetek tomegének novekedését vagy csokkenését (amelyet stlyozni kellene a vizsgélatban).
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24. A validdldsi programban sikeresen alkalmazott patkdnytorzseknél az androgénfiiggd szervek tomege nagyobb a
nehezebb patkdnytorzsekben, mint a konnyebb torzsekben. Ezért a Hershberger bioassay teljesitménykritériumai
nem tartalmazzdk az abszolat vért szervi tomegeket a pozitiv és negativ kontrollok esetében.

25.  Mivel egy szovet relativ szérdsa inverz kapcsolatban 4ll a statisztikai er6vel, a Hershberger bioassay teljesitményk-
ritériumai az egyes szovetek maximalis relativ szordsdn alapulnak (1. tdblazat). A relativ szérdsok az OECD valida-
lasi vizsgélatokbol szdrmaznak. Negativ kimenetelek esetében a laboratériumnak meg kell vizsgélnia a kontrollcso-
port és a nagy dozisti kezelési csoport relativ szérdsdt annak meghatdrozdsara, hogy a maximalis relativ szérdsra
vonatkoz6 kovetelményt tallépték-e.

26. A tanulmdnyt meg kell ismételni, ha: 1) a kontrollcsoportban és a nagy dézist kezelési csoportokban a tiz lehet-
séges egyedi relativ szords kozil harom vagy tobb meghaladja az agonista és antagonista vizsgalatokhoz az 1.
tibldzatban megadott maximumokat, és 2) legalabb két célszovet margindlisan inszignifikins volt, azaz a r
értékek 0,05 és 0,10 kozott voltak.

1. tdbldzat

Az OECD validdldsi vizsgilatokban a kasztriciés modell jarulékos ivarszervi célszovetei részére meghati-
rozott legnagyobb megengedett relativ szérisok ()

Szovet Antiandrogén hatds Androgén hatds
Ondoéholyagok 40 % 40 %
Ventralis prosztata 40 % 45 %
LABC 20 % 30 %
Cowper-mirigyek 35 % 55 %
Glans penis 17 % 22%

ELJARAS
Jogszabdlyi megfelelGség és a laboratérium vizsgilata

27. Az uterotrofikus vizsgdlattal ellentétben (e melléklet B.54. fejezete) a Hershberger vizsgdlat esetében a laboratd-
rium jdrtassigdt a vizsgalat megkezdése el6tt nem kell igazolni, mert a vizsgilat szerves részeként egyidejtileg
pozitiv (tesztoszteron-propiondt és flutamid) és negativ kontrollok is futnak.

Az dllatok szdma és dllapota

28.  Minden kezelési és kontrollcsoportnak minimum 6 dllatot kell tartalmaznia. Ez az androgén és az antiandrogén
protokollokra is vonatkozik.

Ivartalanitds

29. Az dllatok érkezésekor elészor tobb napos akklimatizacids idészakot kell biztositani, hogy az allatok egészségesek
és életerdsek legyenek. Mivel a 42 napos kor vagy a 42. posztnatélis nap (PND) el6tt kasztralt dllatoknal még nem
szitkségszertien mutatkozik a fitymaelvdlds, az dllatokat a 42. posztnatdlis napon vagy azutdn kell ivartalanitani,
nem el6tte. Az dllatokat altatdsban ivartalanitjuk oly médon, hogy egy metszést ejtiink a herezacskén, majd
mindkét herét és mellékherét eltdvolitjuk az erek és a spermavezetékek lekotésével. Miutdn meggySzddtiink arrdl,
hogy vérzés nem lépett fel, a herezacskot varrattal vagy kapcesokkal kell zdrni. A mitét utdni els6 néhany napban
az édllatokat fijdalomcsillapitoval kell kezelni a miitét utdni kellemetlen érzést enyhitése érdekében. Ha a szallit6tol
ivartalanitott llatokat vdsdroltunk, az dllatok életkordt és a szexudlis érettség fazisat a szdllitonak kell garantalnia.

(") Adott szovet relativ szordsdnak kiiszobértékét a validaldsi program adott (agonista vagy antagonista) modellt haszndl6 osszes kisérle-
tének dtlagértékeihez kapcsolddé — a legkisebbtdl a legnagyobbig sorba rendezett — relativ szdrdsok grafikonjdbdl hatdroztdk meg. A
relativ szords kiiszobértéket anndl a pontndl olvastdk le, ahol a sorozat kovetkezd legmagasabb relativ szérdsdhoz sziikséges emel-
kedés drdmaian nagyobb volt, mint az el6z8 néhdny relativ szérdsndl — a »toréspont«. Meg kell jegyezni, hogy bar ez az elemzés
viszonylag megbizhatd »toréspontokat« azonositott a vizsgdlat antagonista modelljéhez, az agonista vizsgdlat sordn nyert relativ
szordsok gorbéi sokkal egyenletesebb novekedést mutattak, ami a relativ szérés kiiszobértékének e modszerrel torténd azonositdsat
némileg onkényessé teszi.
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Ivartalanitds utdni akklimatizicié

30. Az dllatoknak a kasztrdlds utdn legaldbb 7 napig folytatniuk kell a laboratériumi koriilményekhez val6 akklimati-
z4ciot, hogy lehet6vé viljon a célszovetek tomegének regresszidja. Az dllatokat naponta meg kell vizsgilni és a
betegség vagy fizikai rendellenesség tiineteit mutaté dllatokat el kell tévolitani. Igy a kezelést az adagolds (vizsgdlt
anyag) megkezdésével mar PND 49 napos korban el lehet kezdeni, de nem késébb, mint PND 60. A boncoldskori
életkor nem lehet nagyobb, mint PND 70. Ez a rugalmassdg lehet6vé teszi a laboratérium szdmadra, hogy hatékony
menetrendet alakitson ki a kisérleti feladatok elvégzéséhez.

A testtomeg és a csoportokba randomizilds

31. Az egyedi testtomegek kozotti killonbségek az dllatcsoportokon beliil és a csoportok kozott is eltéréseket eredmé-
nyeznek a szovetek tomegében. A szoveti tomeg variabilitisanak novekedése megnovekedett relativ szorast ered-
ményez és csokkenti a vizsgdlat statisztikai erejét (ezt nevezik néha vizsgélati érzékenységnek). Ezért a testtomeg
eltéréseit kisérletileg és statisztikailag is kontrolldlni kell.

32. A kisérleti szabalyozds kis testtomeg-eltérések elGallitasat jelenti a vizsgalati csoporton belil és a csoportok kozott.
Elgszor is, a szokatlanul kicsi vagy nagy allatokat keriilni kell, az ilyenek nem keriilhetnek be a vizsgdlati dllo-
mdnyba. A vizsgdlat megkezdésekor a felhasznalt dllatok tomegének variabilitdisa nem haladhatja meg az atlagos
testtomeg + 20 %-at (pl. 175 g + 35 g peripubertdlis kasztrdlt patkdnyok esetében). Masodszor, az dllatokat a
randomizélt stlyeloszlds mddszerével kell besorolni a csoportokba (mind a kontroll-, mind a kezelési csopor-
tokba), hogy az egyes csoportok édtlagos testtomege statisztikailag ne kiilonb6zzon a tobbi csoportétdl. Az alkal-
mazott blokkrandomizélasi eljarast fel kell jegyezni.

33.  Mivel a toxicitds csokkentheti a kezelési csoportok testtomegét a kontrollcsoporthoz viszonyitva, a vizsgélt vegyi
anyag adagoldsdnak els6 napjan mért testtomeget lehet statisztikai kovaridnsként haszndlni a boncoldskor mért
testtomeg helyett.

Adagolas

34.  Annak megdllapitdsa érdekében, hogy a vizsgdlt vegyi anyag rendelkezik-e in vivo androgénszer(i hatdssal, két
déziscsoport plusz egy pozitiv és egy vivBanyag (negativ) kontrollcsoport (ldsd a 43. bekezdést) altaldban
elegendd, ezért allatjolléti okok miatt ezt az elrendezést elényben részesitik. Amennyiben a cél a dézis-valasz
gorbe feldllitdsa vagy az alacsonyabb dézisokra torténd extrapolacid, akkor legaldbb 3 déziscsoportra van szitkség.
Ha az androgénaktivitds azonositdsan tilmend informdaciéra van szitkség (példaul a hatdérték becslésére), eltérd
adagoldsi rend alkalmazasit kell megfontolni. Antiandrogének tesztelése esetén a vizsgalt vegyi anyagot referencia
androgén agonistaval egyiitt adjuk be. Legaldbb 3, a vizsgalt vegyi anyag kiilonbo6z8 dézisaival kezelt vizsgalati
csoportot, valamint egy pozitiv és egy negativ kontrollcsoportot (ldsd a 44. bekezdést) kell haszndlni. A kontroll-
csoportba tartozé allatokat a vizsgalt vegyi anyag beaddsdtdl eltekintve ugyanolyan médon kell kezelni, mint a
vizsgélati csoportokban lévSket. Ha a vizsgdlt vegyi anyag beaddsdhoz viv8anyagot alkalmazunk, a kontrollcso-
portnak a vivBanyagbdl a kezelési csoportokban hasznélt legnagyobb mennyiséget kell kapnia.

35.  Valamennyi adagoldsi szint ajanldsanal és kivalasztdsdndl figyelembe kell venni a vizsgdlt, vagy az azzal rokon
vegyi anyagok toxicitdsdra és (toxiko)kinetikdjara vonatkozéan rendelkezésre 4ll6 adatokat. A legnagyobb adag
esetében el6szor az LD50 és|vagy az akut toxicitdsi informdcidkat kell figyelembe venni az dllatok elhulldsdnak,
illetve sdlyos szenvedésének vagy szorongdsinak elkeriilése érdekében (17) (18) (19) (20), masrészt figyelembe kell
venni a szubkronikus és krénikus vizsgalatokban hasznélt dézisokra vonatkozé informdcidkat. Altaldnossdgban, a
legmagasabb dézis nem idézheti el§ az dllatok testtomegének a kontroll testtomeg 10 %-dndl nagyobb mértékd
csokkentését. A legmagasabb dézis vagy 1) az a legmagasabb dézis, amely biztositja az dllatok tilélését és
amely 10 egymdst kovetd napon maximum 1 000 mg/kg/nap dézisban beadva nem okoz jelentés toxicitdst vagy
szorongdst az dllatoknak (ldsd a 36. bekezdést) vagy — ha ez az alacsonyabb — 2) az (anti)androgén hatdst kivalto
dézis. Sztirésként a dézisok kozotti nagy intervallumok is elfogadhatdk, pl. fél log egység, amely 3,2 dézisprog-
resszionak felel meg, vagy akdr egy log egység is. Ha nem dllnak rendelkezésre megfelelS adatok, akkor dézisbeha-
tarol6-vizsgalatot (ldsd a 37. bekezdést) lehet végezni az alkalmazandé dézisok meghatdrozdsa céljabdl.

Hatardoézis

36. Ha az 1 000 mg/testtomeg kg/nap hatdrdézis és egy alacsonyabb dézis az ebben a vizsgilatban leirt eljardsok
alkalmazasa mellett nem idéz el§ statisztikailag szignifikdns véltozdst a reproduktiv szervek tomegében, akkor a
tovabbi doézisszintek feleslegesnek tekinthetSk. A hatdrdézis alkalmazandé, kivéve, ha az emberi expoziciéra
vonatkozé adatok ennél nagyobb adagoldsi szint haszndlatat indokoljdk.
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A dézisbehatdrolds szempontjai

37.  Ha sziikséges, néhdny dllattal el6zetes dozisbehatdrold vizsgalatot lehet végezni a megfelel§ déziscsoportok kiva-
lasztasdhoz [az akut toxicitdsi vizsgdlat modszereit haszndlva (e melléklet B.1.a. és B.1.b. fejezete (27), OECD
TG 425 (19))]. A Hershberger bioassay esetében a cél olyan dézisok kivélasztdsa, amelyek biztositjdk az allatok
tulélését és amelyek nem okoznak jelentSs toxicitdst vagy szorongdst az allatoknak a vegyi anyag tiz egymadst
kovetd napon legfeljebb 1000 mg/kg/nap hatarddzisban torténd adagoldsa alatt, a 35. és 36. bekezdésben mega-
dottak szerint. Ebben a tekintetben az OECD irdnymutatdsat (25) lehet haszndlni, amely meghatdrozza az élla-
tokban jelentkezd toxicitdsra vagy szorongdsra utalé klinikai tiineteket. Ha a tiznapos adagoldssal jar6 dézisbeha-
tarold vizsgdlatban megvalésithatd, a célszoveteket koriilbelill 24 6raval az utolsé dozis adagoldsa utdn lehet
kimetszeni és megmérni. Ezeket az adatokat azutdn arra lehet hasznalni, hogy segitsék a dozisok kivalasztasat a {6
vizsgélatban.

Referencia vegyi anyagok és viv6anyag

38. A referencia androgén agonista a tesztoszteron-propiondt (TP) kell legyen, CAS-szdm: 57-82-5. A referencia
TP-d6zis 0,2 mg|testtomeg kg/nap vagy 0,4 mg/testtomeg kg/nap lehet. A referencia androgén antagonista a
flutamid (FT) kell legyen, CAS-szdm: 1311-84-7. A referencia FT-adag 3 mg/testtdmeg kg/nap kell legyen és az
FT-t a referencia TP adagoldsaval egyiitt kell alkalmazni.

39.  Ahol csak lehetséges, el6szor valamilyen vizes oldat/szuszpenzié haszndlatdt kell megfontolni. De mivel szdmos
androgén ligandum vagy azok metabolikus prekurzorai hidrofébok, a leggyakoribb megkozelités az, hogy olajos
oldatot/szuszpenziét hasznalnak (pl. kukorica-, mogyord-, szezdm- vagy olivaolaj). A vizsgalt vegyi anyagokat fel
lehet oldani minimalis mennyiségti 95 %-os etanolban vagy mds megfelel6 oldészerben, majd a vizsgélati vivGa-
nyaggal felhigitani a végs6 munkakoncentraciora. Az olddszer toxikus jellemzgit ismerni kell, és le is kell tesztelni
egy kiilon csak olddszert tartalmazé kontrollcsoportban. Ha a vizsgdlt anyag stabilnak tekinthet, enyhe melegi-
tést és erdteljes mechanikai hatdst is lehet haszndlni a vizsgélt vegyi anyag felolddsa sordn. Meg kell hatarozni azt
is, hogy a vizsgalt vegyi anyag mennyire stabil az adott vivGanyagban. Ha a vizsgdlt vegyi anyag stabil marad a
vizsgdlat idGtartama alatt, akkor el§ lehet éllitani a vizsgdlt vegyi anyag kiinduldsi aliquotjat, és a meghatarozott
adagoldsi higitisokat naponta el lehet késziteni, gondosan tigyelve arra, hogy elkeriiljiik a mintdk szennyez8dését
és dllagromldsat.

A dézisok beaddsa

40. A TP-t szubkutdn injekcié formdjéban, az FT-t gyomorszondan at kell beadni.

41. A vizsgdlt vegyi anyagot ordlis szonddn keresztill vagy szubkutdn injekcié formdjiban adagoljuk. Az dllatj6léti
szempontokat és a vizsgalati vegyi anyag fizikai/kémiai tulajdonsagait figyelembe kell venni a beadds mddjanak
kivélasztdsakor. Ezenkiviil a toxikol6giai szempontokat, mint példdul a vegyi anyaggal valé emberi expozici6s uttal
kapcsolatos relevancidt (pl. gyomorszonda a lenyelés modellezésére, bdr ald adott injekcié a belégzés vagy bdron
at torténd adszorpcié modellezésére) és az anyagcserével és a kinetikdval kapcsolatban rendelkezésre dll6 toxikold-
giai informdcidkat és adatokat (pl. first pass metabolizmus elkeriilése, jobb hatdsfok adott titvonalon keresztiil)
egyarant figyelembe kell venni, miel6tt kiterjedt, hosszi tavi tesztelést kezdeményeznénk, ha az injekci6s adagolds
pozitiv eredményt adott.

42. Az dllatokat azonos mddon és tiz egymadst kovet§ napon at koriilbeliil 24 6rds id6kozonként kell kezelni. Az
adagoldsi szintet naponta be kell allitani az egyid6ben t6rténd napi testtomeg-mérések alapjan. Az adag térfogatdt
és az adagolds id6pontjat az expozicié minden napjan fel kell jegyezni. Ugyelni kell arra, hogy az adatok értelmez-
hetSsége érdekében ne 1épjiik til a 35. bekezdésben megadott maximdlis dozist. A testtomeg csokkenését, a
klinikai tiineteket és az egyéb megfigyeléseket alaposan meg kell vizsgdlni ebbdl a szempontbdl. Az ordlis gyomor-
szonddzdshoz gyomorszonddt vagy megfelel§ intubdci6s kaniilt kell haszndlni. Az egy alkalommal beadhat6
folyadék maximaélis mennyisége a kisérleti allat méretétdl fiigg. A dllatgondozdsra vonatkozé helyi irdnymutatd-
sokat be kell tartani, de a volumen nem haladhatja meg az 5 ml/testtomeg kg értéket, kivéve a vizes oldatok
esetében, ahol 10 ml/testtémeg kg volument lehet haszndlni. A szubkutdn injekci6 esetében a dézisokat a dorsos-
capuldris és/vagy a lumbdlis régidba kell beadni steril (pl. 23-as vagy 25-6s méretdi) tivel és tuberkulin fecsken-
dével. Az injekcié beaddsdnak helyén a borotvdlds nem kotelezS. Minden veszteséget, a beadds helyén tortént
szivargast vagy nem teljes adagoldst fel kell jegyezni. A patkdnyonként naponta injektdlt anyag teljes térfogata
nem haladhatja meg a 0,5 ml/testtomeg kg mennyiséget.
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Az androgén agonistikra vonatkozé kiilonleges eljirisok

43. Az androgén agonistdk tesztelése esetében a vivSanyag a negativ kontroll, a TP-vel kezelt csoport pedig a pozitiv
kontroll. Az androgén agonistdknak megfelel§ biologiai aktivitdst egy vegyi anyag beaddsdval teszteljiik, amelyet
10 egymast kovetS napon 4t kell adni a kezelési csoportoknak a kivélasztott dozisokban. A vizsgalt vegyi anyag
csoportokban 1évg allatok 6t jarulékos ivarszervi szovetének tomegét Gsszehasonlitjuk a viv6anyag csoportéval a
statisztikailag szignifikdns tomegnovekedés kimutatdsa céljabol.

Az androgén antagonistdkra és 5a-reduktiz inhibitorokra vonatkozé kiilonleges eljirisok

44. Az androgén antagonistdk és az 5a-reduktdz inhibitorok tesztelése esetében a TP-kezelt csoport a negativ kontroll,
az FT és TP referencia ddzisaival egyiittesen kezelt csoport pedig a pozitiv kontroll. Az androgén antagonistdknak
és Sa-reduktdz inhibitoroknak megfelel§ bioldgiai aktivitist a TP referencia ddézisdnak és a vizsgdlt anyag-
nak 10 egymdst kovetd napon it torténd beaddsaval tesztelik. A TP plusz vizsgélt vegyi anyag csoportokban 1évé
allatok ot jarulékos ivarszervi szovetének tomegét Osszehasonlitjak a csak referencia TP-t kapd csoportéval a
statisztikailag szignifikdns tomegcsokkenés kimutatdsa céljabol.

MEGFIGYELESEK

Klinikai megfigyelések

45.  Altaldnos klinikai megfigyeléseket legaldbb naponta kell végezni, vagy gyakrabban, ha toxicitds jelei figyelhetSk
meg. A megfigyeléseket lehetSleg minden nap ugyanabban az idSpontban vagy idépontokban kell végezni, figye-
lembe véve az adagoldst kovetGen varhaté hatdsok csicsidgszakait. Valamennyi dllatot meg kell figyelni a morta-
litds és morbiditds el6forduldsdra, valamint az dltaldnos klinikai tiinetekre, mint példdul a bér, a szérzet, a szemek
és a nydlkahdrtydk dllapota, a vdladékok és kivdlasztott anyagok elSforduldsa, valamint az autoném aktivitds
(példaul konnyezés, szérzet felborzoldddsa, pupillaméret, szokatlan 1égzési ritmusok) tekintetében megfigyelhetd
véltozdsokra.

46. Az elhullott dllatokat adatelemzés nélkil kell eltdvolitani és drtalmatlanitani. Az dllatok boncolds el6tti barmilyen
mortalitdsat fel kell jegyezni, egyiitt a mortalitds nyilvanvalé okdval. A moribund 4llatokat humdnus médon el kell
pusztitani. A moribund éllapotd, majd elpusztitott dllatokat bele kell venni a vizsgdlati jegyzkonyvbe a morbi-
ditas nyilvanvalé okaval egyiitt.

Testtomeg és takarmdnyfogyasztis

47.  Minden éllatot naponta meg kell mérni 0,1 gramm pontossdggal, kozvetleniil a kezelés megkezdése el6tt, azaz
amikor az allatokat beosztjak a csoportokba. Opciondlis mérésként a kezelési idGszak alatt elfogyasztott takar-
mdany mennyiségét is meg lehet mérni a takarmanyadagolok siilydnak ketrecenkénti megmérésével. A takarmany-
fogyasztasi eredményeket gramm/patkdny/nap értékben kell megadni.

A szovetek és szervek boncoldsa és tomegének mérése

48.  Korilbelil 24 6raval a vizsgalt anyag utolsé beaddsit kovetGen a patkdnyokat el kell altatni és ki kell véreztetni a
vizsgalatot végz8 laboratérium normdl eljdrdsa szerint, majd boncoldst kell végezni. A humdnus elpusztitdsra
haszndlt médszert fel kell jegyezni a laborat6riumi jegyzSkonyvben.

49. Idedlis esetben a csoportok kozotti boncoldsi sorrend véletlenszertien keriil meghatdrozdsra, hogy el lehessen
keriilni a kezelési csoportok kozvetleniil felfelé vagy lefelé irdnyuld progresszidjit, ami befolydsolhatnd az
adatokat. A boncoldskor tett megallapitdsokat, azaz a koros elvaltozasokat/lathat 1ézidkat fel kell jegyezni és jegy-
z6konyvezni kell.

50. Az ot androgénfiiggd szovet (VP, SV, LABC, COW, GP) tomegét meg kell mérni. Ezeket a szévetmintdkat ki kell
metszeni, gondosan el kell tdvolitani réluk a felesleges tapadé szoveteket és a zsirt, majd meg kell hatdrozni azok
friss (fixdlatlan) tomegét. Minden szovetet kiilonos gondossdggal kell kezelni, hogy elkeriiljitk a folyadékveszteséget
és a kiszdraddst, amelyek jelentGs hibdkat és variabilitdst okozhatnak a feljegyzett tomegek csokkentése révén. A
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szovetek koziil tobb nagyon kicsi vagy nehezen boncolhaté lehet, és ez variabilitdst eredményezhet. Ezért fontos,
hogy a jarulékos ivarszervi szovetek boncoldsit végzé személyek ismerjék ezeknek a szoveteknek a standard
boncoldsi eljdrdsait. A boncolds szabvinyos miiveleti eljdrdsainak (standard operating procedure, SOP) kézikonyve
beszerezhet6 az OECD-t6l (21). A SOP ttmutatd szerinti koriiltekintd képzés minimalizdlja a variabilitds poten-
cidlis forrdsait a vizsgalatban. Idedlis esetben ugyanaz a kdérboncnok legyen felelds egy adott szévet boncoldséért,
hogy kikiiszobolhetd legyen a személyek kozotti kiilonbség a szovetek feldolgozdsa sordn. Ha ez nem lehetséges,
a boncoldst tgy kell megtervezni, hogy az egyes kérboncnokok egy adott szovetet boncoljanak az 6sszes kezelési
csoportban, és ne egy kérboncnok boncoljon minden szovetet a kontrollcsoportban, mikdzben valaki mas a
felelds a kezelési csoportokért. Mindegyik jdrulékos ivarszervi szovetet leitatds nélkil kell megmérni 0,1 gramm
pontossdggal, majd a kapott értékeket minden allatndl fel kell jegyezni.

51. A szovetek koziil tobb nagyon kicsi vagy nehezen boncolhatd lehet, és ez variabilitdst eredményezhet. A kordbbi
vizsgalatok eltéré relativ szordsokat jeleztek, amelyek killonbozéek lehetnek a laboratérium jartassagatdl fiiggen.
Néhdny esetben nagy killonbségeket figyeltek meg a szovetek, példaul a VP és COW abszolat tomegében, egy
adott laboratériumon beliil is.

52. A mdj, a pdros vese és a paros mellékvese tomegének mérése valaszthatd. A szovetekrdl itt is el kell tavolitani a
ratapadé fascidt és zsirt. A mdjat meg kell mérni 0,1 gramm pontossaggal és az eredményt fel kell jegyezni, a
paros vesét és a paros mellékvesét meg kell mérni a 0,1 gramm pontossiggal és az eredményt fel kell jegyezni.
Amellett, hogy a mdjat, a vesét és a mellékveséket befolydsoljdk az androgének, ezek a szervek a szisztémds toxici-
tasnak is hasznos jelzdi.

53. A szérumluteinizdlé hormon (LH), tiiszGstimuldlé hormon (FSH) és a tesztoszteron (T) szintjének mérése valaszt-
hat6. A szérum T-szintek segitenek annak meghatdrozdsdban, hogy a vizsgdlt vegyi anyag kivaltja-e a tesztosz-
teron metabolizmusat a mdjban, csokkentve ezaltal a szérumban mérhetd szintet. A T-adatok nélkiil az ilyen hatds
egy antiandrogén mechanizmuson keresztiil megval6sul6 hatdsnak téinhet. Az LH-szint informdaci6t szolgéltat egy
antiandrogén azon képességérdl, hogy a szervek tomegének csokkentése mellett befolydsolja a hipotalamusz-hipo-
fizis funkciét is, ami a hosszd tavi vizsgalatokban heredaganatot valthat ki. Az FSH hormon fontos szerepet
jatszik a spermatogenezisben. A szérum T4 és T3 szintén vélaszthaté mérések, amelyek hasznos kiegészitd infor-
maéciét szolgaltathatnak a vegyi anyagok azon képességérél, hogy megzavarjdk a pajzsmirigyhormonok homeosz-
tdzisat. Ha hormonméréseket kell végezni, a patkanyokat boncolds el6tt anesztetizdlni kell és vért kell venni sziv-
punkcidval, az érzéstelenitési médszert vatosan megvalasztva, hogy ne befolydsolja a hormonmérést. A szérum
el6készitésének modszerét, a radioimmunoassay vagy egyéb mérési készletek forrdsdt, az analitikai eljardsokat és
az eredményeket fel kell jegyezni. Az LH-szinteket ng/szérum ml mértékegységben kell jegyzkonyvezni, a T-szin-
teket szintén.

54. A szovetek boncoldsdt fotokkal kiegészitett részletes boncoldsi titmutaté formdjdban kiegészitS anyagként tették
kozzé a validaldsi program részeként (21). A boncoldst bemutatd vided is megtaldlhatd a Korea Food and Drug
Administration weblapjn (22).

— Az dllatot ventralis feliiletével felfelé fektetve hatdrozzuk meg, hogy a pénisz fitymdja elvélt-e mdr a pénisz
makkjdtol. Ha igen, akkor htzzuk vissza a fitymadt és tavolitsuk el a pénisz makkjat, majd mérjitk meg (0,1 mg
pontossiggal) és jegyezziik fel a tomegét.

— Nyissuk fel a hasi bért és a hasfalat, és tarjuk fel a zsigereket. Ha vélaszthat szerveket kell mérni, vegyiik ki és
mérjilk meg a mdjat 0,1 g pontossdggal, ezutdn tdvolitsuk el a gyomrot és a beleket, majd tavolitsuk el és
mérjitk meg a paros veséket és a paros mellékveséket is 0,1 mg pontossdggal. Ez a boncoldsi technika felfedi a
hiagyholyagot és megkezdi a jarulékos ivarszervi célszovetek boncoldsat.

— A VP boncoldsahoz kiilonitsitk el a hiugyhdlyagot a ventrélis izomrétegtél a kotGszovetnek a kozépvonal
mentén torténd atvagasaval Mozditsuk el a hugyholyagot anterior irdnyba az ondoholyagok (SV) felé, felfedve
a ventrélis prosztata bal és jobb lebenyét (amelyeket zsirréteg fed). Ovatosan fejtsiik fel a zsirt a VP jobb és bal
lebenyérél. Ovatosan mozditsuk el a VP jobb lebenyét a hugycsorol és metssziik le a lebenyt a hugycsorol
Mikozben még mindig kézben tartjuk a VP jobb lebenyét, 6vatosan mozditsuk el a VP bal lebenyét a higy-
cs6rél, majd metssziik le, ezutdn pedig mérjitk le 0,1 mg pontossaggal és jegyezziik fel a tomeget.

— Az ondo6hélyagok és a koaguldlé mirigyek (seminal vesicles plus coagulating glands, SVCG) boncoldsakor
mozditsuk el a hﬁgyhélyagot kaudalis irdnyba, felfedve az ondévezetéket és az onddohdlyag és a koaguldlo
mirigyek (SVCG) jobb és bal lebenyeit. A folyadék szivirgdsit érfogéval akaddlyozzuk meg az SVCG tovénél,
ahol az ondévezeték a hugycsohoz csatlakozik. Ovatosan metsszitk le az SVCG-t, majd az érfogét a helyén
tartva tavolitsuk el a zsirt és a kapcsol6d6 anatomiai képleteket, ezutdn pedig helyezziik lemért mérétalkaba,
tavolitsuk el az érfogdt, mérjitk le 0,1 mg pontossiggal és jegyezziik fel a tomeget.
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— A levator ani plusz bulbocavernosus izmok (levator ani plus bulbocavernosus muscles, LABC) boncoldsakor
fel kell tarni az izmokat és a pénisz bdzisit. Az LA izmok korbeveszik a vastagbelet, mig az eliils6 LA és BC
izmok a bulbus penishez kapcsolédnak. A bdrt, illetve a pénisz bézisa és a végbélnyilds anterior vége kozotti
periandlis adnexumot tavolitsuk el. A BC izmokat fokozatosan metssziik le a bulbus penisrél és a szovetekr6l.
A vastagbelet kettévgjuk és a teljes LABC-t kiboncoljuk és eltdvolitjuk. Az LABC-t megtisztitjuk a zsirt6l és
adnexumtdl, majd megmérjitk 0,1 mg pontossdggal és a tomeget feljegyezziik.

— Az LABC eltdvolitdsa utdn a kerek Cowper- vagy bulbourethrdlis mirigyek (COW) ldthatévé vilnak a bulbus
penis alapjandl, attél kissé dorzdlisan. Gondos boncoldsra van szitkség, hogy a folyadékszivirgds megelGzése
érdekében elkeriilhetd legyen a vékony kapszula bemetszése. Mérjitk meg a paros COW-t 0,1 mg pontossdggal
és jegyezziik fel a tomeget.

— Ezenkiviil, ha barmely mirigybdl folyadékvesztés torténik a boncolds és kimetszés sordn, azt fel kell jegyezni.

55. Ha a vegyi anyag értékelése az ésszertinél tobb allat felboncoldsat igényli egyetlen napon beliil, a vizsgélat kezdetét
szét lehet osztani két egymadst kovetd napra, ami a boncolds és a kapcsolddé munkdk két napra torténd szétosz-
tdsat is eredményezi. A vizsgdlat ilyen médon val elosztdsa esetén kezelési csoportonként csak az dllatok egyik
felét kell hasznélni naponta.

56. A tetemeket a boncoldst kovetden megfelel6 médon meg kell semmisiteni.

JEGYZOKONYVEZES
Adatok

57. Az adatokat egyedenként (pl. testtomeg, jarulékos ivarszervi szovetek tomege, valaszthaté mérések, egyéb vélaszok
és megfigyeléseik) vagy allatcsoportonként (az Osszes mérési atlagai és szordsa) kell jegyzSkonyvezni. Az adatokat
tdbldzatos formdban kell sszefoglalni. Az adatoknak tartalmazniuk kell az dllatok szdmadt a vizsgalat kezdetén, a
vizsgdlat alatt elhullott vagy toxicitds jeleit mutaté dllatok szdmdt, a megfigyelt toxicitdsi tiinetek leirdsdt, beleértve
a fellépés idGpontjat, idStartamat és stlyossagat.

58. A zdr6 jegyzSkonyvnek tartalmaznia kell:

Vizsgdlé intézmény

— létesitmény neve, helye,

— vizsgdlatvezets és egyéb személyzet, valamint a vizsgélattal kapcsolatos felelGsségi korok,

— a vizsgélat kezdetének és végének id8pontja, vagyis a vizsgilt vegyi anyag adagoldsinak els§ napja és a
boncolds utolsé napja.

Vizsgdlt vegyi anyag

— beszerzési forras, tételszam, azonositas, tisztasdg, szallito teljes cime, vizsgalt vegyi anyag(ok) jellemzése,

— fizikai jelleg és adott esetben a fizikai és kémiai tulajdonsdgok,

— taroldsi koriilmények és a higitds készitésének médja és gyakorisdga,

— a stabilitdssal kapcsolatban kapott adatok,

— az adagol6 oldatok/szuszpenziok analizisei.

Vivéanyag
— a vivSanyag jellemzdi (azonositds, széllit6 és tételszdm),

— a valasztott vivBanyag indokoldsa (ha az nem viz).

Kisérleti dllatok és dllattenyésztési eljdrdsok

— az alkalmazott fajftorzs és megvalasztasuk indokldsa,
— az allatok forrdsa vagy szdllit6ja teljes cimmel,

— a szallitott dllatok szdma és életkora,
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— tartdsi koriilmények (h6mérséklet, megvildgitds stb.),
— takarmdny (név, tipus, szdllito, tételszdm, beltartalom, és ha ismert, a fitoosztrogének szintje),
— alom (név, tipus, szallit, beltartalom),

— koriilmények és az édllatok szdma a ketrecben.

A vizsgdlat koriilményei
— életkor a kasztrici6 id6pontjdban és az akklimatizacié idGtartama a kasztrdlds utén,

— az egyes allatok teststilya a vizsgdlat kezdetekor (0,1 g pontossdggal),

— a randomizdcié folyamata és a viv6anyag, referencia, valamint a vizsgdlt vegyi anyag csoportokba és ketre-
cekbe val6 besorolds jegyzSkonyve,

— a testtomegek dtlaga és szérdsa az egyes csoportban a vizsgdlat valamennyi mérési napjin,
— a dozis kivalasztdsanak indoka,

— a vizsgdlt vegyi anyag beaddsi modja és az expozici6s titvonal kivélasztdsanak indoklasa,
— ha a vizsgilat antiandrogén hatds kimutatdsdt célozza, a TP-kezelés (dézis és térfogat),

— a vizsgdlt vegyi anyaggal tortént kezelés (dozis és térfogat),

— az adagolds idGpontja,

— boncoldsi eljirdsok, ideértve a kivéreztetés és az érzéstelenités eszkozeit,

— ha szérumanalizist végeznek, a mddszer részleteit meg kell adni. Példdul, ha RIA-t haszndlnak, jegyzdkony-
vezni kell a RIA eljdrdst, a RIA-készlet forrdsdt, a készlet lejarati ddtumait, a szcintilldcis szamlaldsi és a stan-
dardizéldsi eljarast.

Eredmények

— minden éllat napi megfigyelése az adagolds sordn, egyebek mellett az aldbbi szempontokbol:

— testtomeg (0,1 g pontossaggal),

— klinikai tiinetek (ha vannak),

— a takarmdnyfogyasztdsra vonatkozé barmely mérés vagy feljegyzés,

— boncoldsi megfigyelések dllatonként, egyebek mellett:

— a boncolds détuma,

— a kezelési allatcsoport,

— az éllat azonositoja,

— a kérbocnok,

— a boncolds és kimetszés idSpontja,

— az 4llat kora,

— végsé testtomeg a boncoldskor, barmilyen statisztikailag szignifikdns novekedés vagy csokkenés megaddsaval,
— az dllat kivéreztetésének rendje és a boncolds sordn torténd kimetszés rendje,

— az 6Ot androgén-dependens célszovet tomege:

— ventrdlis prosztata (0,1 mg pontossaggal),

— ondodhdlyag és koaguldlé mirigyek, beleértve a folyadékot (pdros szervek, 0,1 mg pontossaggal),
— levator ani plusz bulbocavernosus izom komplex (0,1 mg pontossdggal),

— Cowper-mirigyek (friss tomeg — pdros szerv, 0,1 mg pontossiggal),

— glans penis (friss tomeg 0,1 mg pontossiggal),
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— vilaszthatd szovetek tomege, ha ilyen is tortént:

— mdj (0,1 mg pontossiggal),

— vese (paros szerv, 0,1 mg pontossdggal),

— mellékvese (paros, 0,1 mg pontossaggal),

— dltaldnos megjegyzések és észrevételek,

— szérum hormonok analizise, ha ilyen is tortént,
— szérum LH (valaszthaté — ng[szérum ml),
— szérum T (vilaszthaté — ng[szérum ml),

— dltalanos megjegyzések és észrevételek.

Az adatok Osszegzése

Az adatokat tdbldzatos formaban kell 6sszefoglalni, amely tartalmazza a minta méretét az egyes csoportok esetén,
az dtlagos értéket és az dtlag vagy a szords standard hibdjat. A tdbldzatoknak tartalmazniuk kell a boncoldskor
mért testtomegeket, a testtomeg véltozasit az adagolds kezdetétdl a boncoldsig, a cél jarulékos ivarszervi szovetek
tomegét és a vélaszthatd szervek tomegét.

Az eredmények tdrgyaldsa

Az eredmények elemzése

59. A test és a szervek boncoldskor mért tomegén — szitkség esetén megfelel§ adatdtalakitdssal — statisztikai elemzést
kell végezni kiilonféle jellemzdkre, mint példdul a variancia homogenitdsira. A kezelési csoportokat ossze kell
hasonlitani a kontrollcsoporttal olyan technikdk haszndlatdval, mint példdul az ANOVA, amelyet paros 6sszeha-
sonlitdsnak (pl. egyoldali Dunnett-teszt) és a statisztikai kiilonbség kritériumanak kell kovetnie, példaul p< 0,05.
Azonositani kell a statisztikai szignifikancidt elér6 csoportokat. A »relativ szerve tomegeket azonban keriilni kell
az ilyen adatmanipuldci6 alapjdul szolgdl6 érvénytelen statisztikai feltételezések miatt.

60. Androgén agonizmus esetén a kontrollnak a csak viv6anyagot kap tesztcsoportnak kell lennie. A vizsgdlt vegyi
anyag hatdsmechanizmusinak jellemz6i eltérd relativ vélaszokhoz vezethetnek a szovetek kozott, példaul a tren-
bolonnak, amelyet az 5-alfa-reduktdz nem alakit t, kifejezettebb hatdsa van a LABC-re és a GP-re, mint a TP-nek.
Az 6t androgénfiiggd célszovet (VP, LABC, GP, CG és SVCG) koziil barmelyik kettd vagy tobb tomegének statiszti-
kailag szignifikdns novekedését (p< 0,05) pozitiv androgén agonista eredménynek kell tekinteni, és valamennyi
célszovetnek bizonyos mértékdi fokozott novekedést kell mutatnia. A jarulékos ivarszervek (accessory sex organs,
ASO) szoveti vélaszainak kombinalt értékelését megfelels sokvéltozds adatelemzéssel lehet elvégezni. Ez javithatja
az elemzést, killonosen azokban az esetekben, ahol csak egyetlen szovet ad statisztikailag szignifikdns valaszt.

61. Androgén antagonizmus esetében a kontrollnak a referencia androgénnel (csak tesztoszteron-propiondt) kezelt
csoportnak kell lennie. A vizsgdlt vegyi anyag hatdsmechanizmusdnak jellemzdi eltéré relativ valaszokhoz vezet-
hetnek a szovetek kozott, példaul az 5-alfa-reduktdz inhibitoroknak, mint a finaszterid, kifejezettebb hatdsa van a
ventralis prosztatdra, mint egyéb szovetekre, Osszehasonlitva az er6s AR antagonistakkal, mint amilyen példdul a
flutamid. Az 6t androgénfiiggd célszovet (VP, LABC, GP, CG és SVCG) koziil barmelyik kett6 vagy tobb tomeg-
ének statisztikailag szignifikdns csokkenését (p< 0,05) a csak TP-kezeléssel osszehasonlitva pozitiv androgén anta-
gonista eredménynek kell tekinteni, és valamennyi célszovetnek bizonyos mértéki csokkent novekedést kell
mutatnia. Az ASO szoveti vilaszok kombinalt értékelését megfelel§ sokvdltozés adatelemzéssel lehet elvégezni. Ez
javithatja az elemzést, killonosen azokban az esetekben, ahol csak egyetlen szovet ad statisztikailag szignifikdns
vélaszt.

62. Az adatokat tdbldzatos formdban kell osszefoglalni, amely tartalmazza az dtlagot, az atlag standard hibdjit (a
szords is elfogadhat6) és az egyes csoportok mintaméretét. Az egyedi adattdbldkat is bele kell foglalni a jegyzd-
konyvbe. A kontrolladatok egyedi értékeit, atlagait, valamint az SE (szérds) értékeket és a relativ szérdsokat meg
kell vizsgélni annak eldontése érdekében, hogy megfelelnek-e a vart torténeti értékekkel valé konzisztencia elfoga-
dhaté kritériumainak. Az egyes szervek tomegének az 1. tabldzatban (ldsd a 25. és 26. bekezdést) szerepl§ relativ
szérdsait meghaladé relativ  szérdsok meghatdrozzdk, hogy vannak-e hibdk az adatrogzitésben
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vagy -bevitelben, vagy hogy a laboratérium elsajtitotta-e az androgéntfiiggd szovetek pontos boncoldsi technikdjat
vagy indokolt a tovabbképzés/gyakorlds. Altaldnossagban, a relativ szordsok (szords osztva az étlagos szervto-
meggel) laborrdl laborra és vizsgalatrdl vizsgélatra reprodukilhatok. A bemutatott adatoknak tartalmazniuk kell
legaldbb a ventrdlis prosztata, az ond6hélyag, a levator ani plusz bulbocavernosus izom, a Cowper-mirigyek, a
glans penis és a mdj tomegét és a testtomeget, valamint a testtomeg valtozdsit az adagolds megkezdésétdl a
boncoldsig. Az adatokat a kovariancia testtomeggel valé médositdsa utdn is be lehet mutatni, de ez nem helyette-
siti a kiigazitatlan adatok bemutatdsat. Ezenfeliil, ha fitymaelvalds (preputial separation, PPS) nem fordul el§ egyik
csoportban sem, a PPS el6forduldsi gyakorisdgat fel kell jegyezni és statisztikailag Ossze kell hasonlitani a kontroll-
csoporttal a Fisher Exact teszt alkalmazdsaval.

63. Amikor a szamitogépes adatok bevitelének pontossigat az eredeti adatlapokkal val6 Osszevetés alapjan ellendrzik,
a bioldgiailag nem hihet$ vagy a kezelési csoport atlagatdl tobb mint hdrom szérassal eltérd szervtomeg-értékeket
gondosan meg kell vizsgélni és el lehet vetni, mivel valészintileg adatrogzitési hibak.

64. A vizsgilati eredmények Gsszehasonlitisa az OECD relativ szérdsaival (1. tdbldzat) gyakran fontos értelmezési
1épés a vizsgdlati eredmények érvényessége tekintetében. A vivGanyag kontrollcsoportra vonatkozd torténeti
adatokat meg kell Grizni a laboratériumban. A pozitiv referencia vegyi anyagokra (mint példdul a TP és az FT)
adott vélaszokkal kapcsolatos torténeti adatokat is meg kell érizni a laboratériumban. A laboratériumok is rend-
szeresen ellendrizhetik az ismert gyenge androgén agonistdkra és antagonistdkra adott valaszt és megdrizhetik
ezeket az adatokat. Ezeket az adatokat 6ssze lehet hasonlitani a rendelkezésre dll6 OECD-adatokkal annak biztosi-
tisa érdekében, hogy a laboratérium mddszerei megfelel§ statisztikai pontossdgot és teljesitményt eredményez-
zenek.
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1. fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Androgén: fogalom, amelyet az androgén-dependens szovetekre gyakorolt pozitiv hatds lefrdsdra haszndlnak.
Antiandrogén: egy vegyi anyag azon képessége, hogy emlGsallatok szervezetében a TP hatdsdt gétolja.
Vegyi anyag: egy anyag vagy keverék.

Sziiletés napja: a 0. posztnatdlis nap.

Dazis: a vizsgalt vegyi anyag beadott mennyisége. A Hershberger bioassay esetében a dozist a vizsgdlt vegyi anyag
tomegének és a kisérleti allat egységnyi testtomegének napi hdnyadosaként (példdul mg/testtomeg kilogrammj/nap)
fejezziik ki.

Adagolas: dltaldnos fogalom, amely a dézist, valamint az adagolds gyakorisdgdt és idStartamdt foglalja magdban.
Moribund: kifejezés, amelyet a haldokld, elhullds-kozeli dllapotban 1év6 dllatok lefrdséra haszndlunk.
X. posztnatilis nap: az élet X. napja a sziiletés napjit kovetGen.

Erzékenység: a vizsgilati modszer azon képessége, hogy helyesen azonositja be azokat a vegyi anyagokat, amelyek
rendelkeznek a vizsgalt tulajdonsaggal.

Specificitds: a vizsgdlati médszer azon képessége, hogy pontosan azonositja be azokat a vegyi anyagokat, amelyek nem
rendelkeznek a vizsgélt tulajdonsdggal.

Vizsgdlt vegyi anyag: barmely, e vizsgilati mddszer alkalmazdsdval vizsgdlt anyag vagy keverék.

Validdcié: tudomdnyos folyamat, melynek célja egy adott vizsgdlati modszer miikodési kovetelményeinek és korldtjainak
jellemzése, valamint megbizhatdsdgdnak és egy adott célhoz kapcsol6dd relevancidjanak igazoldsa.



2. fiiggelék

Megjegyzés: A Test Guidelines Programme titkdrsdga dltalaz EDTA Task Force 6. Ulésén elért megdllapodds alapjén készitett dokumentum

Az OECD fogalmi kerete az endokrin rendszert kirosité vegyi anyagok tesztelésére és értékelésére

1.szint
Rendezés és prioritdsok megéllapitdsa
a meglévé informdcidk alapjin

lebomlds

médjai
— vesz¢|

— fizikai-kémiai tulajdonsagok, pl. molekulasily, reaktivitds, volatilitds, bioldgiai
— emberi és kornyezeti expozicid, pl. elSéllitott volumen, kibocsdtds, felhaszndlds

1. rendelkezésre 3116 toxikoldgiai adatok

2.szint
Mechanisztikus adatokat szolgaltat6
in vitro vizsgdlatok

—ER, AR, TR receptorkotddési affinitds

— Transzkripcids aktivalodds

— Aromatdz és in vitro szteroidogenezis

— Aril-hidrokarbon receptor felismerés kotSdés
— QSAR

— Magas teljesitmény elGsziirés
— Pajzsmirigy-funkcié

— Hal hepatocita VTG-vizsgélat
—Egyéb (sziikség szerint)

3.szint
Egyetlen endokrin mechanizmusrdl
és hatdsrél adatokat szolgdltatd in
vitro vizsgdlatok

— Uterotrdp vizsgilat (Osztrogének)
— Hershberger assay (androgének)

— Nem receptorok dltal medidle
hormonfunkcié
— Egyéb (pl. pajzsmirigy)

— Hal VTG (vitellogenin)
vizsglat (Gsztrogén)

4. szint
Tobb endokrin mechanizmusrdl
és hatdsrdl adatokat szolgdltatd in
vitro vizsgélatok

— kibgvitett OECD 407 (végpontok az

endokrin mechanizmusok alapjén)
— him és néstény pubertilis vizsgdlatok
— felndtt ép him vizsgélat

— Hal gonadlis
hisztopatoldgiai vizsgdlat
— Béka metamorfézis vizsgdlat

5. szint
Endokrin és egyéb
mechanizmusok hatdsairdl
adatokat szolgdltaté in vitro
vizsgilatok

— 1-generdcids vizsgilat (kibGvitett TG41 5)

— 2-genercis vizsgalat (kib6vitett TG416)"

— reprodukcids sziirSteszt (kibSvitett TG421)

— kombindlt 28 nap/reprodukciods sztirGteszt
(kib6vitett TG 422)"

1

' A VMG mam 4ltal mérlegelendd lehetséges
kibvitések

— Részleges és teljes életciklus
vizsgdlatok halakban,
madarakban, kétéltiiekben és
gerinctelenekben (fejlédés és
reprodukcid)

VMG mamm: Validation Management Group on Mammalian Testing and Assessment
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Megjegyzések a keretrendszerhez

1. megjegyzés: A belépés és kilépés minden szinten lehetséges és a veszély- és kockazatértékelésre szolgdld informdcids
igények jellegétdl fiigg

2. megjegyzés: Az 5-0s szinten az Okotoxikoldgidnak olyan végpontokat is tartalmaznia kell, amelyek jelzik a kdros
hatédsok és a potencidlis populdcids kdrok mechanizmusait

3. megjegyzés: Amikor egy multimodalis modell tobb egyetlen végponti vizsgilatot lefed, ez a modell az egyetlen
végpontu vizsgélatok helyébe 1ép

4. megjegyzés: Az egyes vegyi anyagokat eseti alapon kell értékelni, figyelembe véve az Gsszes rendelkezésre 4ll6 infor-
méciot és szem el6tt tartva a keretrendszer killonboz§ szintjeinek funkcidjat.

5. megjegyzés: A keretrendszert jelenleg nem lehet mindenre kiterjed6nek tekinteni. A 3., 4. és 5. szinten olyan vizsgila-
tokat foglal magdban, amelyek mér rendelkezésre dllnak vagy amelyek validdlisa még folyamatban van.
Ami az utdbbiakat illeti, ezeket a keretrendszer ideiglenes jelleggel tartalmazza. Miutdn kifejlesztették és
validaltdk ezeket, hivatalosan is bekeriilnek a keretrendszerbe.

6. megjegyzés: Az 5. szintet nem lehet gy tekinteni, hogy csak végleges teszteket tartalmaz. Az ezen a szinten szerepeld
teszteket igy tekintik, hogy hozzdjaruljanak az dltaldnos veszély- és kockdzatértékeléshez.
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(27)  E melléklet kovetkezs fejezetei:
B.1.a: Akut orilis toxicitds — rogzitett dozist eljdrds

B.1.b: Akut orélis toxicitds — akut toxikus osztdly modszer

B.56 KIBOVITETT EGYGENERACIOS REPRODUKCIOS TOXICITASI VIZSGALAT

BEVEZETES

1. Ez avizsgdlati modszer egyenértékdi az OECD 443. vizsgélati irinymutatdsiban (2012) leirt modszerrel. A vizsgé-
lati médszer a Nemzetkozi Elettudomdnyi Intézet (ILSI) Egészség- és Kornyezettudomanyi Intézete (HESI) mez6-
gazdasdgi vegybiztonsigi technikai ellen6rzé bizottsdganak (ACSA Technical Commitee) az F, életszakasz kibGvi-
tett egygenerdcids reprodukcids vizsgilatra vonatkozé javaslatin alapul, amely megjelent Cooper et al,
2006 kozlésében (1). A vizsgilati tervben szdmos fejlesztést és pontositdst hajtottak végre a vizsgdlat rugalma-
sabbd tétele és annak kihangsilyozdsa érdekében, hogy a meglévs ismeretekbdl kell kiindulni, az életben tett
megfigyeléseket pedig a vizsgalat irdnyitdsdra és személyre szabdsdra kell haszndlni. Ez a vizsgalati médszer rész-
letes leirast ad a kibGvitett egygeneracids reprodukcids toxicitdsi vizsgalat elvégzéséhez. A vizsgdlati mddszer az
F,-dllatok hdrom kohortjét irja le:

1. kohort: a reprodukcis/fejlédési végpontokat értékeli; ezt a kohortot ki lehet béviteni az F,-generacidval is,
2. kohort: a vegyianyag-expozicionak a fejl6d6 idegrendszerre gyakorolt lehetséges hatasat értékeli,

3. kohort: a vegyianyag-expoziciénak a fejl6d6 immunrendszerre gyakorolt lehetséges hatasat értékeli.
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2. A midsodik generdcié értékelésérl, és a fejl6dési neurotoxicitdsi kohort ésfvagy a fejldési immunotoxicitdsi
kohort kihagydsardl sz6l6 dontésnek titkroznie kell az értékelt vegyi anyagrdl meglévs ismereteket, valamint a
killonb6z6 szabdlyozé hatésdgok igényeit. A vizsgélati médszer célja, hogy részletesen bemutassa, hogyan végez-
het§ el a vizsgdlat, és felvizolja, hogyan kell az egyes kohortokat értékelni.

3. A 2. generdci6 elédllitdsira vonatkozd belsS kivalté tényezSkkel kapcsolatos dontési eljdrdst az OECD 117. irdny-
mutatdsa (39) irja le a bels6 kivalté tényezSket haszndlé szabdlyozé hatdsigok szdmara.

Kiinduldsi megfontoldsok és célkittizések

4. A kibdvitett egygeneracios reprodukcids toxicitdsi vizsgdlat f6 célja, hogy értékelje azokat a specidlis életszaka-
szokat, amelyekre nem terjednek ki az egyéb tipust toxicitdsi vizsgélatok, és tesztelje a pre- és posztnatilis vegyia-
nyag-expozicié eredményeként esetleg el6fordulé hatdsokat. A reprodukcids végpontok esetében a tervek szerint —
els@ 1épésként és ha rendelkezésre dll — az ismételt dozisti vizsgalatokbdl (beleértve a reprodukcids toxicitdsi sz(ird-
vizsgélatokat, példdul OECD TG 422 (32)), vagy az endokrin rendszert kdrosit anyagok kimutatdsdt célzé rovid
tavi  szlirGvizsgdlatokbol (példdul uterotrofikus vizsgdlat — B.54. vizsgilati modszer (36); Hershberger
assay — B.55. vizsgdlati médszer (37)) szdrmazd informadciot hasznéljuk fel arra, hogy kimutassuk a himek és
néstények szaporitoszerveire gyakorolt hatdsokat. Ez himek esetében magdban foglalja a spermatogenezist (herék
korszovettani vizsgdlata), ndstények esetében pedig az ivari ciklust, a follikulusok szdmdt/a petesejtek érését, vala-
mint a petefészek integritdsdt (korszovettan). A kibGvitett egygenerdciés reprodukcids toxicitdsi vizsgélat olyan
reprodukcids végpontok tesztelésére haszndlhatd, amelyhez a himek és ndstények interakcidjara, konceptussal
rendelkez$ ndstényekre és utédokkal rendelkezé ndstényekre van szitkség, valamint az F -nemzedékre a szexudlis
érettségig (ldsd az OECD 151. irdnymutatdsat, amely tdmogatja ezt a vizsgdlati modszert (40)).

5. A vizsgdlati médszer célja, hogy értékelje a vegyi anyagok pre- és posztnatilis fejlédésre gyakorolt hatdsait, vala-
mint hogy részletesen értékelje a szisztémads toxicitdst vemhes és szoptatd néstényekben, illetve a fiatal és feln6tt
utédokban. A kulcsfontossdgt fejlédési végpontoknak, mint példdul az utédok életképességének, az Gjsziilottek
egészségi dllapotdnak, a sziiletéskori fejlettségi dllapotnak, valamint a felnGttkorig tarté fizikai és funkciondlis fejl-
désnek a részletes vizsgdlata vdrhatéan beazonositja az utédokban a specidlis célszerveket. A vizsgdlat ezenkiviil
informdacidkat nydjt a vizsgalt vegyi anyagnak a felnStt him és néstény szaporitorendszer integritdsira és teljesit-
ményére gyakorolt hatdsaival kapcsolatban és/vagy megerdsiti ezeket az informdcidkat. Killonosen, de nem kiza-
rélag, a kovetkezd paramétereket kell figyelembe venni: az ivarmirigyek funkcidja, az ivari ciklus, a spermiumok
érése a mellékherében, a parzdsi viselkedés, a fogamzds, a vemhesség, az ellés és a szoptatds. Tovdbbd, az ezekre a
rendszerekre gyakorolt lehetséges hatdsokat a fejlédési neurotoxicitdsi és fejlédési immunotoxicitdsi értékelésekbdl
kapott informdciok jellemzik. Az ezekbdl a vizsgdlatokbdl szdrmaz6 adatoknak lehetdvé kell tennie a kdros hatdst
nem okozé szintek (NOAEL-ek), a legkisebb megfigyelhetd drtalmas hatdst okozé szintek (LOAEL-ek) és/vagy a
benchmark dézisok meghatdrozdsit a killonb6z6 végpontok esetében, ésfvagy a kordbbi ismételt dozist vizsgala-
tokban kimutatott hatdsok jellemzésére kell haszndlni ezeket az adatokat ésjvagy tdmpontul kell szolgdlniuk a
késébbi vizsgdlatokhoz.

6. A 1. dbran lithaté a protokoll sémdja. A vizsgiland6 vegyi anyagot folyamatosan kell adagolni fokozatosan
novekvd dozisokban him és néstény éllatok tobb csoportjanak. Ezt a sziilSi (P) generdciot egy el6re meghatdrozott
parzas el6tti idGtartomdnyban (a vizsgdlt vegyi anyagrdl rendelkezésre 4l informdaci6 alapjan kivalasztott
id6tartam, de legaldbb két hét) és a két hetes parzdsi id@szakban kell kezelni. A P-himeket tovébb, legaldbb az F,
elvalasztasdig kezeljitk. Ezeket a himeket legaldbb 10 héten 4t kell kezelni. Hosszabb ideig is lehet, ha a reproduk-
ciés hatdsok tisztdzasara van szitkség. A P-nGstények kezelése folytatodik a vemhesség és a szoptatds alatt, egészen
a vizsgalatnak az almok elvélasztdsa utdn torténd befejezéséig (azaz 8-10 hetes kezelés). Az F -utédok tovabbi
kezelést kapnak a vizsgdlt vegyi anyaggal az elvilasztdstdl a feln6tté valdsig. Amennyiben a mdsodik generdciot is
értékelik (ldsd OECD 117. irdnymutatds (39)), az F,-utddok kezelése az F, elvdlasztdsdig, vagy a vizsgdlat befejezé-
séig tovabb folytatodik.

7. Minden dllaton klinikai megfigyeléseket és korbonctani vizsgdlatokat kell végezni a toxicitds jeleinek kimutatdsa
érdekében, és kiilon hangsalyt kell fektetni a him és néi szaporitorendszer épségére és teljesitGképességére, vala-
mint az utédok egészségére, novekedésére, fejlédésére és miikodésére. Elvalasztaskor a kivélasztott utddokat beso-
roljuk az egyes alcsoportokba (1-3. kohort, ldsd a 33. és 34. bekezdést és az 1. dbrit) a tovabbi vizsgalatok
céljara, ideértve a nemi érést, a reproduktiv szervek integritdsat és funkcidjat, a neuroldgiai és viselkedési végpon-
tokat és az immunfunkciot.

8. A vizsgdlatok elvégzése sordn a klinikai tiineteknek, mint a biztonsdgi értékeléshez haszndlt kisérleti dllatok
huménus végpontjainak felismerésérdl, értékelésérdl és hasznélatdrél sz6l6 19. OECD-irdnymutatdsban (34) ismer-
tetett vezérelveket és szempontokat kell kovetni.
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9.

10.

11.

12.

Amikor elegendd szdmi vizsgélat dll rendelkezésre, hogy meggy6zddjenek ennek az 1j vizsgilati elrendezésnek a
hatdsdrdl, a vizsgalati médszert feliilvizsgdljdk, és ha sziikséges, a szerzett tapasztalatok fényében modositjak.
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A kibgvitett egygenericids reprodukcids toxicitsi vizsgdlat sémdja
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A MODSZER LE[RASA|A VIZSGALAT ELOKESZULETEI

Allatok
Az dllatfaj és a torzs kivdlasztdsa

A reprodukcids toxicitdsi vizsgdlathoz haszndlandé faj kivélasztdsat gondosan mérlegelni kell a rendelkezésre all6
valamennyi informdaci6 fényében. A hittéradatok mennyisége és az dltaldnos toxicitdsi vizsgalatokkal valé osszeha-
sonlithat6sdg miatt azonban rendszerint a patkdny az el6nyben részesitett édllatfaj, és az ebben a vizsgélati
modszerben megadott kritériumok és ajdnldsok is erre a fajra vonatkoznak. Ettdl eltérd fajok alkalmazdsit megfe-
lel6en indokolni kell, és a protokoll megfelel6 modositdsara is sziikség lesz. Nem szabad olyan torzseket alkal-
mazni, amelyek kevéssé termékenyek, vagy amelyekben magas a spontan fejlédési defektusok eléforduldsi gyakori-
sdga.

Eletkor, testtomeg és bevdlogatdsi kritériumok

Kordbban vizsgilatban még részt nem vett, egészséges sziilGallatokat kell haszndlni. A himeket és a ndstényeket
egyarant tanulmdnyozni kell, és a ndstényeknek nullipardnak és nem vemhesnek kell lennie. A P-dllatoknak
szexudlisan érettnek, az adagolds kezdetén hasonl6é tomeglinek (azonos nemen belill), a pdrzdskor hasonld
kortinak (kb. 90 nap) és a vizsgdlt faj és torzs reprezentativ példanyainak kell lennie. Az dllatoknak az érkezés
utdn legaldbb 5 napig akklimatizdlédniuk kell. Az dllatokat véletlenszerien soroljuk be a kontroll- és kezelt
csoportokba, oly médon, ami hasonlé dtlagos testtomeg-értékeket eredményez a csoportok kozott (azaz a kozép-
érték £ 20 %-a).

Tartdsi és etetési koriilmények

A kisérleti dllatok tartdsdra szolgdld helyiség hdmérséklete 22 °C (£ 3 °C) kell, hogy legyen. A relativ pdratarta-
lomnak 30-70 % kozott kell lennie, az idedlis érték 50-60 % kozott van. A mesterséges vildgitast gy kell
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bedllitani, hogy 12 6rds vildgos és 12 6rds sotét periddusok vialtsak egymadst. Hagyomdanyos laboratériumi taplalds
alkalmazhat6 korlatozds nélkiili ivévizellatdssal. Kiilonos figyelmet kell forditani a takarmény fitoosztrogén-tartal-
madra, mivel a takarmdny magas fitoosztrogén-szintje befolydsolhat egyes reprodukcids végpontokat. Szabvanyosi-
tott, nyitott receptirdjii takarmdny hasznélata ajdnlott, amelyben csokkentették oOsztrogénszer(i vegyi anyagok
mennyiségét (2) (30). A takarmdny megvalasztdsdt a vizsgdlt vegyi anyaggal valé megfelel§ keveredés igénye is
befolydsolhatja, ha a vizsgdlt vegyi anyagot a takarmdnnyal adjuk be. Igazolni kell a vizsgalt vegyi anyag ardnyit,
homogenitésat és stabilitdsdt a takarmdnyban. Rendszeresen ellendrizni kell, hogy a takarmdany és az ivéviz nem
tartalmaz-e szennyez$ anyagokat. A vizsgdlat sordn haszndlt takarmdny tételeibdl vett mintdkat megfelel§ koriil-
mények kozott (pl. — 20 °C-on fagyasztva) meg kell drizni a jelentés véglegesitéséig arra az esetre, ha az eredmé-
nyek takarmanyGsszetevék tovabbi elemzését teszik szitkségessé.

13. Az éllatokat ketrecben, azonos nemti és kezelési csoportba tartozé dllatokbdl dllé kis csoportokban kell tartani.
Egyedileg is elhelyezhetSk a sériilések elkeriilése érdekében (pl. himek a pdrzdsi idészak utdn). A pdroztatdsokat
erre a célra alkalmas ketrecekben kell végezni. Miutdn a parzds bizonyithatéan megtortént, a feltételezhetGen
vemhes ndstényeket kirlon-kiilon kell elhelyezni fiaztatd ketrecekben, ahol megfelel§ és meghatarozott fészekraké
anyagot kell biztositani szdmukra. Az almoknak az anyadllattal kell maradniuk az elvdlasztdsig. Az F,-dllatokat
ketrecben, azonos nemi és kezelési csoportba tartozé dllatokbdl all6 kis csoportokban kell tartani az elvalasz-
tdst6l a vizsgdlat befejezéséig. Ha tudomanyos szempontbdl indokolt, az dllatokat egyedileg is el lehet helyezni. A
kivélasztott alomanyag fitoosztrogének-szintjének minimalisnak kell lennie.

Az dllatok szdma és azonositdsa

14. Normilis esetben minden teszt- és kontrollcsoportnak elegend6 szdmi pdroztatandé éllatpart kell tartalmaznia,
hogy az déziscsoportonként legalabb 20 vemhes ndstényt eredményezzen. A cél az, hogy megfelel6 mennyiség
vemhességet hozzunk létre ahhoz, hogy felmérhessiik a vegyi anyag hatdsit a termékenységre, a vemhességre és
az anyai viselkedésre a P-nemzedékben, valamint a novekedésre és a fejlédésre az F,-utddokban a fogamzdstdl az
érettségig. Ha nem sikeriil elérni a kivint szdmd vemhes éllatot, az nem feltétlenil érvényteleniti a vizsgélatot,
hanem eseti elbirlds alapjdn kell kiértékelni, figyelembe véve a lehetséges ok-okozati Osszefiiggést a vizsgalt vegyi

anyaggal.

15.  Minden P-dllatot egyedi azonosité szimmal kell elldtni az adagolds megkezdése el6tt. Ha a laboratériumi torténeti
adatok azt mutatjék, hogy a néstények jelentSs része esetleg nem fog szabdlyos (4 vagy 5 napos) ivari ciklust
mutatni, akkor az ivari ciklusokat a kezelés megkezdése el6tt javasolt kiértékelni. Alternativ megoldisként a
csoport mérete is megnovelhet§ annak érdekében, hogy mindegyik csoportban legaldbb 20 ndsténynek legyen
szabalyos (4 vagy 5 napos) ivari ciklusa a kezelés kezdetén. A sziiletés utdni (PND) 0. vagy 1. napon, az Gjszii-
lottek elsé vizsgdlata soran minden F -utédot egyedi azonositéval kell ellitni. A szdrmazdsi almot beazonosité
feljegyzéseket minden F,-dllat esetében meg kell Srizni a vizsgdlat egész idGtartama alatt, adott esetben az F,-
allatok esetében is.

Vizsgilt vegyi anyag

A vizsgdlt vegyi anyagrl rendelkezésre dllo informdcick

16. A rendelkezésre dll6 informdcidkat a beaddsi médra, a vivSanyag kivélasztdsdra, az éllatfaj kivdlasztdsdra, a
dézisok kivélasztdsira és az adagoldsi titemterv lehetséges mddositdsira vonatkozé dontések céljabol felil kell
vizsgdlni. Ezért a vizsgdlt vegyi anyagrol rendelkezésre dll6 valamennyi relevdns informdciot, azaz a fizikai-kémiai,
toxikokinetikai (beleértve a fajspecifikus anyagcserét) és toxikodinamikai tulajdonsdgokat, a szerkezet-hatds 9ssze-
figgéseket (SAR), az in vitro anyagcsere folyamatokat, a kordbbi toxicitdsi vizsgdlatok eredményeit és a szerkezeti
analégokra vonatkozé relevans informdacidkat figyelembe kell venni a kibdvitett egygenerdciés reprodukcids toxici-
tasi vizsgalat tervezése sordn. A felszivoddsra, eloszldsra, metabolizmusra és elimindciora (ADME) és a bioakkumu-
ldciéra vonatkozd el6zetes informdcidk a kémiai szerkezetbdl, a fizikai-kémiai adatokbdl, a plazmafehérjékhez
valé kot6dés mértékébdl vagy a toxikokinetikai (TK) vizsgdlatokbol szdrmazhatnak, mig a toxicitdsi vizsgdlatok
eredményei kiegészit informdacidkat kozolnek, példdul a NOAEL, az anyagcsere vagy a metabolizmus indukci6ja
tekintetében.

A toxikokinetikai adatok figyelembevétele

17.  Bar haszndlatuk nem kotelez8, a kordbban elvégzett dozisbehatdrold és egyéb vizsgalatok TK-adatai rendkivil
hasznosak a vizsgélati elrendezés megtervezésében, az alkalmazott dézisok szintjének kivdlasztdsdban és az ered-
mények kiértékelésében. Kiilonosen hasznosak azok az adatok, amelyek: 1) igazoljdk a fejl6d6 magzatok és
kolykok vizsgdlt anyaggal (vagy a metabolitjaival) tortént expozicidjat, 2) becslést adnak a bels6 dozimetridrdl
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és 3) értékelik a kinetikai folyamatok potencidlis dézisfiiggs telitettségét. Amennyiben rendelkezésre dllnak,
tovdbbi TK-adatokat is figyelembe kell venni, mint példdul a metabolit profilokat, koncentricié-id6 gorbét, stb.
Kiegészit6 TK-adatokat is lehet gytjteni a {6 vizsgdlat sordn, feltéve, hogy az nem zavarja a {6 vizsgalati végpontok
gyjtését és értelmezését.

Altaldnos Gtmutatisként az aldbbi TK-adathalmaz lehet hasznos a kibvitett egygeneracios reprodukcios toxicitasi
vizsgdlat tervezése sordn:

— terhesség késdi szakasza (pl. vemhesség 20. napja) — anyai vér és magzati vér,
— szoptatds kozépsd szakasza (PND 10) — anyai vér, kolyok vér és/vagy tej,
— korai elvélasztds utdni szakasz (pl. PND 28) — elvdlasztott kolykok vérmintdi.

Az egyes analitok (pl. sziil§ vegyi anyag és/vagy metabolitok) és a mintavételi rendszer meghatdrozdsa sordn rugal-
masan kell eljarni. Példdul a mintavételek szdma és id8zitése egy adott mintavételi napon a beaddsi médtdl, vala-
mint a nem terhes dllatokban mutatott TK-tulajdonsdgok elézetes ismeretétdl fog fiiggeni. Az étrendi vizsgalatok
esetében elegend$ a minden nap egyetlen konzisztens idépontban torténd mintavétel, mig a gyomorszondan ét
torténd adagolds tovdbbi mintavételi id6pontokat tehet szitkségessé a kiillonbozé belsd dézisok pontosabb becslése
érdekében. Azonban egyik mintavételi napon sincs szitkség a teljes koncentrdci6-id6gorbe elkészitésére. Szitkség
esetén a vért az almon beliil nemenként egyesiteni lehet a magzati és Gjsziilottkori analizisekhez.

Az adagolds mddja

18. Az adagoldsi méd kivalasztdsdndl az emberi expozicié szempontjabdl leginkabb relevans ttvonal(ak)at kell figye-
lembe venni. Bir a protokollt a vizsgalt vegyi anyag takarmanyon keresztiil torténd beaddsdra tervezték, a vegyi

anyag jellemzGitdl és a sziikséges informdcioktdl fiiggben mddosithaté mdas beaddsi médra is (ivoviz, gyomor-
szonda, belégzés, bdr).

A vivBanyag kivdlasztdsa

19. A vizsgalt vegyi anyagot szitkség esetén alkalmas viv6anyagban feloldjuk vagy szuszpendaljuk. Lehet8ség szerint
els@sorban vizes oldatot/emulzidt ajanlatos alkalmazni, mdsodsorban olajos (példaul kukoricacsira-olajban elkészi-
tett) oldatot vagy emulziot. A vizt6l eltér§ vivGanyagok esetében ismerni kell a viv8anyag toxikoldgiai tulajdonsa-
gait. A potencidlis bels§ toxicitdssal rendelkez8 vivBanyagok hasznalatat keriilni kell (pl. aceton, DMSO). Meg kell
hatdrozni azt is, hogy a vizsgélt vegyi anyag mennyire stabil az adott vivGanyagban. Ha viv8anyagot vagy mds
adalékanyagot haszndlunk az adagolds megkonnyitésére, a kovetkezd tulajdonsdgokat kell figyelembe venni: a
vizsgalt vegyi anyag felszivoddsara, eloszldsdra, metabolizmusdra vagy retencibjra gyakorolt hatdsok, a vizsgélt
vegyi anyag kémiai tulajdonsdgaira gyakorolt azon hatdsok, amelyek modosithatjdk annak toxikus jellemzgit, vala-
mint az allatok taplalék- és vizfogyasztdsdra vagy taplaltsagi allapotdra gyakorolt hatdsok.

A dézis megvdlasztdsa

20. A vizsgdlatnak alapesetben legalabb harom doézisszintet és egy parhuzamos kontrollt kell tartalmaznia. A megfe-
lel6 dézisok megvélasztasakor a vizsgdlatvezetének figyelembe kell vennie az osszes rendelkezésre dll6 informa-
ci6t, beleértve a kordbbi vizsgdlatokbdl szdrmazd doézisinformdciokat, a vemhes vagy nem vemhes dallatok
TK-adatait, a laktdcids transzfer mértékét, valamint az emberi expoziciéra vonatkozé becsléseket. Ha olyan TK-
adatok dllnak rendelkezésre, amelyek a TK-folyamatok doézisfiiggé telitGdését jelzik, tigyelni kell arra, hogy elke-
rilljék az olyan magas adagokat, amelyek egyértelmten telit6dést mutatnak, feltéve természetesen, hogy az emberi
expozicié virhatéan jéval a telitettségi pont alatt lesz. Ilyen esetekben a legmagasabb dézisszintnek a nemlinedris
TK-viselkedésbe valé dtmenet inflexiés pontjan vagy kicsivel felette kell lennie.

21. Az erre vonatkozé TK-adatok hidnydban a dézisszinteknek a toxikus hatdsokon kell alapulnia, kivéve, ha ezt a
vizsgdlt vegyi anyag fizikai/kémiai jellege korldtozza. Ha a dézisok a toxicitdson alapulnak, a legmagasabb dozist
gy kell megvdlasztani, hogy valamilyen szisztémds toxicitdst véltson ki, de ne okozza az éllat haldlat vagy stlyos
szenvedését.

22.  Fokozatosan csokkend dozisszinteket kell valasztani annak érdekében, hogy demonstrdlni lehessen a do6zisfiiggd
hatdsokat és a megfigyelhetS karos hatdst nem okozé6 szintet (NOAEL), illetve a kimutatdsi hatdr kozelében 1év
dézisokat, amelyek lehetévé teszik benchmark dézis meghatdrozdsat a legérzékenyebb végpontokra. A NOAEL-ek
és LOAEL-ek kozotti nagy dozistdvolsdg elkeriilése érdekében gyakran a két- vagy négyszeres intervallumok az
optimélisak. Nagyon nagy dozisintervallumok (pl. 10-nél magasabb szorzéfaktor) alkalmazdsa helyett gyakran
elényosebb egy negyedik vizsgalati csoport beiktatdsa.
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23. A kontrollcsoportba tartozé dllatokat a vizsgdlt vegyi anyag beaddsdtdl eltekintve ugyanolyan mddon kell kezelni,
mint a vizsgélati csoportokban 1évéket. Ez a csoport egy kezeletlen vagy placebéval kezelt kontrollcsoport, vagy
ha a vizsgdland6 anyag beaddsdhoz viv6anyagot haszndlnak, akkor egy viv6anyaggal kezelt kontrollcsoport. Vivé-
anyag alkalmazdsa esetén a kontrollcsoportban a legnagyobb alkalmazott mennyiségben kell beadni a vivda-
nyagot.

Hatdrdézis-vizsgdlat

24.  Amennyiben az ismételt d6zist vizsgdlatokban nincs bizonyiték a toxicitdsra legaldbb 1 000 mg/testtomeg kg/nap
dézisban, vagy ha toxicitds nem vdrhatd a szerkezetileg és/vagy metabolikusan rokon vegyi anyagokra vonatkozd
adatok alapjan, amelyek az in vivo/in vitro metabolikus tulajdonsdgok hasonldsagit jelzik, a tobb dézisszintet hasz-
nal6 vizsgalatra nem feltétleniil van sziikség. Ilyen esetekben kibGvitett egygenerdcios reprodukcids toxicitdsi vizs-
gélatot lehet végezni kontrollcsoporttal és egyetlen, legaldbb 1 000 mg/testtomeg kg/nap dozissal. Ha azonban
ezen a hatdrd6zison reprodukcids vagy fejlédési toxicitdsra utald bizonyiték taldlhatd, tovabbi vizsgdlatokra lesz
sziikség alacsonyabb ddzisokkal a NOAEL beazonositdsa céljabol. Ezek a hatdrddzis-vizsgdlati szempontok csak
akkor érvényesek, ha az emberi expozicié nem indikdl magasabb doézist.

A KISERLET VEGREHAJTASA

Az utédok expozicidja

25. Az adagolds preferdlt médja a takarmanyban torténd expozici6. Mesterséges tapldldst alkalmazd vizsgdlat végzése
esetén figyelembe kell venni, hogy a kolykok éltalaban mindaddig csak kozvetve, az anyatejen keresztiil kapjik a
vizsgalt vegyi anyagot, amig az elvdlasztiskor meg nem kezdGdik a kozvetlen adagolds. A tdplalékkal vagy
ivovizzel torténd adagoldst alkalmazé vizsgdlatok esetében a kolykok kozvetlenil is megkapjdk a vizsgélt vegyi
anyagot, amikor a szoptatasi idgszak utols6 hetében 6nalléan is elkezdenek taplalkozni. Meg kell fontolni a vizs-
gélati terv médositasat, ha a vizsgdlt vegyi anyag gyengén valasztodik ki a tejben, valamint akkor, ha hidnyzik a
bizonyiték az utédok folyamatos expozicidjira. Ezekben az esetekben a rendelkezésre 4ll6 toxikokinetikai informa-
cidk, az utédokban jelentkez8 toxicitds vagy a bioldgiai markerek valtozdsai alapjin meg kell fontolni az
utédoknak a szoptatds alatti kozvetlen adagoldsat (3) (4). A szoptatott kolykokon végzett kozvetlen adagoldsos
vizsgalatok el8tt gondosan mérlegelni kell az eldnyoket és a hatranyokat (5).

Adagolisi iitemterv és a d6zisok beaddsa

26. Az ivari ciklusra, a férfi és a n6i ivarszervek korszovettandra és a here/mellékhere spermaanalizisére vonatkozé
egyes informdacidk elérheték a kordbbi megfelel§ idStartamu ismételt dozisti toxicitdsi vizsgalatokbol. A kibGvitett
egygeneracios reprodukcids toxicitasi vizsgdlatban a parzds el6tti kezelés id6tartama ezért a funkciondlis véltoza-
sokra gyakorolt olyan hatdsok észlelését célozza, amelyek zavarhatjék a parzési viselkedést és a megtermékenyitést.
A parzas el6tti kezelés legyen elég hosszi, hogy a P-himeknél és -néstényeknél elérjék az allandosult dllapoti
expozicids koriilményeket. A parosodds el6tti 2 hetes kezelés a legtobb esetben mindkét nemnél megfelelének
tekinthetS. A ndstények esetében ez 3—4 teljes ivari ciklust is magdban foglal és elegendSnek kell lennie a ciklusra
gyakorolt barmilyen kdros hatds észleléséhez. Himeknél ez megfelel az érlel6d§ spermiumok mellékhere-tranzit-
jahoz sziikséges id6nek, és lehetdvé teszi a spermiumokra a here utdn (a spermiumképz8dés utolsé szakaszaiban
és a spermiumok mellékherében zajlé érése sordn) gyakorolt hatdsok észlelését. A vizsgélat befejezéséig, amikor a
here és a mellékhere kdrszovettani vizsgdlata és a spermaparaméterek analizise tervezett, a P- és F,-himek legaldbb
egy teljes spermiumképzdédési folyamaton dt ki voltak téve a vizsgilat anyagnak ((6) (7) (8) (9) és
OECD 151. irdnymutatds (40)).

27. A himek pdrzés el6tti expozicids forgatékonyvét modositani lehet, ha a heretoxicitast (a spermatogenesis kdroso-
dédsa) vagy a spermiumok integritdsdra és funkci6jira gyakorolt hatdsokat a kordbbi vizsgalatok mdr egyértelmden
beazonositottak. Hasonloképpen, a ndstények esetében a vizsgdlt vegyi anyagnak az ivari ciklusra és igy a
szexudlis fogékonysdgra gyakorolt ismert hatdsai eltéré pérzas el6tti expozicids forgatokonyveket tdmaszthatnak
ald. Kilonleges esetekben elfogadhaté lehet, hogy a P-ndstények kezelése csak azutdn indul, hogy spermium-
pozitiv kenetet sikeriilt venni (ldsd a 151. OECD irdnymutatést (40)).

28. Ha a pérzds el6tti adagoldsi id6szakot meghatdroztuk, az dllatokat heti hét napon 4t folyamatosan kell a vizsgélt
vegyi anyaggal kezelni, egészen a boncoldsig. Valamennyi allatot ugyanazon a médon kell kezelni. Az adagolast a
kéthetes parzasi idészak alatt is folytatni kell, P-néstények esetében a vemhesség és a szoptatds alatt is, egészen az
elvélasztds utdni elaltatdsig. A himeket azonos médon kell kezelni az elaltatdsig, amelyre az F,-dllatok elvalasztd-
sakor keriil sor. A boncolds tekintetében els6bbséget kell adni azoknak a ndstényeknek, amelyeket a szoptatds
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ugyanazon/hasonl6 napjdn kell felboncolni. A himek boncoldsa tobb napra is dthiizédhat a laboratérium lehet&sé-
geitSl figgden. A kivélasztott F -himek és ndstények kozvetlen adagoldsit az elvalasztdskor kell megkezdeni —
kivéve abban az esetben, ha azt mar a szoptatds alatt megkezdték — és a tervezett boncoldsig folytatni, a kohort
feladatatol fiiggden.

29. A takarmdnnyal vagy ivovizzel adagolt vegyi anyagok esetében fontos annak biztositdsa, hogy a vizsgdlt vegyi
anyag beadott mennyisége nem zavarja meg a szokdsos taplalékfelvételt vagy a vizhdztartds egyensilydt. Ameny-
nyiben a vizsgélt vegyi anyagot a taplalékkal juttatjdk be, a tdpldlékbeli koncentraciét (ppm) vagy az dllat testto-
megére szamitott dozist kell dllandé értéken tartani, és meg kell adni, hogy melyik alternativat valasztottuk ki.

30. Ha a vizsgdlt vegyi anyagot szonddn keresztiil juttatjdk be, az egy id6pontban beadott folyadék térfogata dltaliban
nem haladhatja meg az 1 ml/100 g testtomeg értéket (0,4 ml/100 g testtomeg a maximum az olajok, pl. a kukori-
caolaj esetében). Az irritdlé vagy korrdziét okozd vegyi anyagok kivételével, amelyek esetében a magasabb
koncentracidk stlyosabb hatdsokat okoznak, minimalisra kell csokkenteni a térfogatbeli eltéréseket, amihez a
koncentraciot kell agy bedllitani, hogy minden dézisszinten dllandé térfogatot lehessen biztositani. A kezelésnek
minden nap hasonlé id6pontban kell torténnie. Az egyes dllatoknak adott adagnak dltaldban a legfrissebb egyedi
testtomeg-mérésen kell alapulnia, és legaldbb hetente korrigilni kell a felndtt himek és a felnétt, nem vemhes
ndstények esetében, illetve minden mdsodik napon a vemhes ndstények és az F,-dllatok esetében, ha az adagoldsra
az elvalasztds eldtt és az elvdlasztds utdni 2 hétben keriil sor. Ha a TK-adatok azt mutatjak, hogy a vizsgélt vegyi
anyag csak kis mértékben jut dt a placentdn, a vemhesség utolsé hetében mesterséges taplaldssal bejuttatott adagot
esetleg mddositani kell, hogy megakadélyozzuk az anyadllatokra tdlsdgosan toxikus dézis beaddsdt. A néstények a
fialds napjan nem kezelhet6k gyomorszonddn keresztiil vagy barmely egyéb olyan mddon, amelynek sordn az
dllatokat meg kell fogni; elényosebb kihagyni a vizsgdlt vegyi anyag adagoldsat a fialds napjan, mint megzavarni
az ellés folyamatit.

Piroztatas

31. A P-ndstényeket egyetlen, véletlenszertien kivalasztott, nem rokon, azonos déziscsoportbél szarmazé himmel kell
elhelyezni (1:1 pérositds), amig parosoddsra utald bizonyiték nem észlelhetd vagy amig 2 hét el nem telik. Ameny-
nyiben nincs elegendé him, példdul a him parosodas el6tti elhulldsa miatt, akkor a him(ek)et, amelyek mér paro-
sodtak, mdsodik ndstény(ek)kel is parositani lehet (1:1), hogy minden néstény péroztatva legyen. A vemhesség 0.-
napja definicié szerint az a nap, amikor a parosodds tényét megerdsitették (hiivelydugd vagy ondoé figyelhetd meg
a ndstényben). Az dllatokat a lehetd leghamarabb el kell kiiloniteni, ha parosodds utdni bizonyiték figyelhetd meg.
Ha a pdrosodds 2 hét alatt nem torténik meg, az dllatokat el kell kiiloniteni a parosodds minden tovabbi lehetd-
sége nélkiill. Az adatok kozott egyértelmden fel kell tiintetni a paroztatott parokat.

Az alom mérete

32. Az ellés utdni negyedik napon moédosithatjuk az egyes almok egyedszdmat a 1étszdm folotti kolykok véletlenszerd
eltavolitasdval, hogy az eredmény — amennyire lehetséges — almonként 6t him és 6t ndstény utdd legyen. A
kolykok szelektiv, pl. a testtomeg alapjan torténd eltavolitdsa nem elfogadhatd. Ha a him és n@stény utédok szdma
nem teszi lehet6vé a nemenként 6t azonos nemd utddot tartalmazé almok kialakitdsat, részleges kiegyenlités is el-

fogadhaté (példaul hat him és négy ndstény).
A kélykok kivilasztdsa az elvdlasztds utdni vizsgdlatokhoz (ldsd az 1. dbrit)

33. Az elvilasztaskor (kb. PND 21) az 6sszes rendelkezésre dll6 alombdl csoportonként legfeljebb 20 kolykét bevdlo-
gatunk a tovabbi vizsgalatokhoz a déziscsoportokba és a kontrollcsoportba, és a nemi érésig tartjuk ket (kivéve,
ha kordbbi vizsgalatra van sziikség). A kolykoket véletlenszertien valasztjuk ki, azzal a kivétellel, hogy a nyilvinva-
16an csokott utddokat (az allatok testtomege tobb mint két szérdssal alatta van az adott alom atlagos tomegének)
nem kell figyelembe venni, mivel nem valdszind, hogy a kezelési csoport reprezentativ képvisel8i lesznek.

A 21. posztnatalis napon a kivalasztott F -utédokat véletlenszertien besoroljuk a harom kohort egyikébe az aldb-
biak szerint:

1. kohort (1.A és 1.B) = Reprodukcids/fejl6dési toxicitdsi vizsgdlat,

2. kohort (2.A és 2.B) = Fejlédési neurotoxicitdsi vizsgélat,

......
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1.A kohort: Egy him és egy ndstény/alom/csoport (20/nem/csoport): prioritést élvezd kivalasztds a szaporitérend-
szerre gyakorolt hatdsok és az dltalanos toxicitds elsGdleges értékeléséhez.

1.B kohort: Egy him és egy néstény/alom/csoport (20/nem/csoport): prioritdst élvezd kivalasztds a szaporoddsi
teljesitményének az F,-dllatok pdroztatdsa atjan torténé nyomonkovetési értékeléséhez, amennyiben ezt is értékelik
(lasd az OECD 117. irdnymutatdsat (39)), valamint tovdbbi kérszovettani adatok gytjtéséhez reproduktiv vagy
endokrin toxikus anyagok gyantja esetén, vagy ha az 1.A kohort eredményei kétesek.

2.A kohort: Csoportonként osszesen 20 kolykot (10 himet és 10 ndstényt csoportonként, egy himet vagy egy
ndstényt almonként) sorolunk be idegrendszeri vizsgdlatra, amelyet a feln6ttek idegkdrszovettani értékelése kovet.

2.B kohort: Csoportonként dsszesen 20 kolykot (10 himet és 10 ndstényt csoportonként, egy himet vagy egy
ndstényt almonként) sorolunk be elvélasztaskori idegkérszovettani értékelésre (PND 21 vagy PND 22). Ha nincs
elegend§ dllat, akkor az allatok 2.A kohortba torténd besoroldsat kell elényben részesiteni.

3. kohort: Csoportonként Osszesen 20 kolyok (10 him és 10 ndstény csoportonként; almonként egy éllat, ha
lehetséges). Tovabbi kolykokre lehet sziikség a kontrollcsoportbdl, hogy betoltsék a pozitiv kontroll édllatok
szerepét a T-sejt fiiggd antitest valasz vizsgdlat (TDAR) sordn, amelyet PND 56 + 3 kell elvégezni.

34.  Ha nincs minden kohort kiszolgdldsidhoz elegend§ szdmu kolyok egy alomban, az 1. kohort els6bbséget élvez,
hiszen azt ki lehet bdviteni, hogy egy F,-generdciét produkdljon. Kiilonleges aggily esetén — példdul ha a vegyi
anyag gyanithatéan neuro-, immun- vagy reprodukcids toxicitdst okoz — tovabbi kolykoket lehet rendelni barme-
lyik kohorthoz. Ezeket a kolykoket kiillonb6z6 idépontokban lehet vizsgdlatokra vagy kiegészit§ végpontok érté-
kelésére haszndlni. A kohortokba nem sorolt kdlykoket klinikai biokémiai vizsgdlatnak (55. bekezdés) és makrosz-
képos boncoldsnak (68. bekezdés) vetjiik ald.

A P dllatok mdsodik pdroztatdsa

35. A P-dllatok masodik pdroztatdsa altaldban nem ajanlott, hiszen az implantécios helyek szdmdra vonatkozé fontos
adatok elvesztéséhez vezet (és igy a posztimplanticiés és perinatilis veszteségadatok elvesztéséhez, amelyek a
lehetséges teratogén potencidl mutat6i) az elsé alom esetében. A vegyi anyagnak kitett ndstényekre gyakorolt vala-
mely hatds vizsgélatdra vagy tisztdzdsdra vonatkozé igényt az szolgélja jobban, ha a vizsgilatot kibgvitik, hogy
magdba foglalja az F,-generdci6 pdroztatdsat is. A P-himek mdsodik paroztatdsa kezeletlen néstényekkel azonban
mindig egy lehetéség abban az esetben, ha kétes leleteket kell tisztdzni, vagy ha az els§ paroztatds sordn olyan
termékenységre gyakorolt hatdst figyeltek meg, amelynek tovabbi jellemzésére van sziikség.

MEGFIGYELESEK ELO ALLATBAN

Klinikai megfigyelések

36. A P- és a kivalasztott F -dllatok esetében naponta egyszer dltalanos klinikai megfigyelést kell végezni. Ha az
adagolds gyomorszondan keresztiil torténik, a klinikai megfigyeléseket az adagolds el6tti és utdni idGpontra kell
id6ziteni (a cstcs plazmakoncentrcidhoz tdrsitott toxicitds lehetséges jeleinek észlelése érdekében). A relevans
viselkedésbeli valtozdsokat, a nehéz vagy hosszan tartd ellés jeleit és a toxicitds minden tiinetét rogziteni kell a
jegyz6konyvben. Az éllatokat naponta kétszer, illetve hétvégeken naponta egyszer meg kell vizsgalni stlyos toxi-
citds, megbetegedés és elhullds szempontjdbol.

37.  Ezenkivill az Osszes P- és F -dllatot (elvdlasztds utdn) heti rendszerességgel részletesen meg kell vizsgalni, ami
kényelmesen elvégezhetd az allat mérésekor, minimalisra csokkentve a kezeléssel jar6 stresszt. A megfigyeléseket
gondosan kell végezni és a vizsgdlati laboratérium dltal meghatdrozott pontozdsos rendszerek segitségével kell
rogziteni. Torekedni kell arra, hogy a vizsgdlati koriilmények kozotti killonbségek minimalisak legyenek. A feljegy-
zett észleléseknek ki kell terjedniiik tobbek kozott a bér, a szdrzet, a szemek és a nyalkahdrtydk allapota, a véla-
dékok és kivdlasztott anyagok el6forduldsa, valamint az autoném aktivitds (példdul konnyezés, szdrzet felborzolé-
désa, pupillaméret, szokatlan 1égzési ritmusok) tekintetében megfigyelhetd véltozdsokra. A jrds, a testtartds és a
kézbevételre adott reakcié megvaltozdsat, valamint a klénusos vagy ténusos gorcsok, sztereotip viselkedés (példaul
talzott mosdds, megkergiilés) vagy barmilyen bizarr viselkedésmdd (példaul oncsonkitds, hatrafelé jards) megfigyelt
eseteit is fel kell jegyezni.
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Testtomeg és tapldlék-|vizfogyasztis

38. A kezelés elsé napjdn, majd azt kovetSen legaldbb hetente egyszer meg kell mérni a P-dllatok testtomegét. Ezen-
kiviil a P-néstényeket a szoptatds ideje alatt ugyanazokon a napokon kell lemérni, mint a sajit almukban 1évé
kolykoket (ldsd a 44. bekezdést). Az F -dllatok tomegét egyenként kell megmérni az elvalasztdskor (PND 21), azt
kovetGen pedig legaldbb hetente. A testtdmeget azon a napon is rogziteni kell, amikor az allatok elérik a pubertdst
(a fityma kilonvaldsa befejez8dik vagy a hiively dtjarhatévd vélik). Minden éllat tomegét megmérjik az elalta-
taskor.

39. A takarmdny- és vizfogyasztast (amennyiben a vizsgélt vegyi anyag beaddsa az ivévizben torténik) a vizsgélat alatt
legalabb hetente rogziteni kell, ugyanazon a napon, amikor az dllatok testtomegét is mérik (kivéve az egyiittes
tartds id@szakat). Az F -dllatok ketrecenkénti takarmdnyfogyasztdsdt a kohortba torténd bevélasztds idGpontjdtdl
kezdve hetente kell rogziteni.

Ivari ciklus

40. A kordbbi ismételt dézisti toxicitdsi vizsgdlatokbdl esetleg mér rendelkezésre dllhatnak a vizsgdlt vegyi anyag ivari
ciklusra gyakorolt hatdsaival kapcsolatos el6zetes informdciok, amelyeket fel lehet haszndlni a kibgvitett egygene-
racids reprodukcids toxicitdsi vizsgédlat vizsgdlt vegyi anyagra szabott protokolljinak megtervezése sordn. Az ivari
ciklus (hitvelyi citoldgidval torténd) értékelése dltaldban a kezelési idGszak elején indul és a parzds megerdsitéséig
vagy a kéthetes parzdsi idészak végéig folytatddik. Ha a néstényeket a kezelést megel6zGen mar megvizsgéltuk
normdl ivari ciklusra, akkor célszerii a kezelés elinduldsa utdn is folytatni a kenetvételt, de ha a kezelés kezdetekor
nem specifikus hatdsok lehet6sége meriil fel (példdul a takarmanyfogyasztds jelentSs csokkenése a vizsgalat elkez-
dése utdn), akkor az allatoknak a parositdshoz vezet§ kéthetes kenetvételi id6szak kezdete el6tt akar két hét id6t is
lehet adni, hogy alkalmazkodjanak a kezeléshez. A ndstények kezelési idGszakdnak ily médon t6rténd meghosz-
szabbitdsa esetén (azaz ha a pdroztatds eltti kezelés 4 hetes lesz) megfontolando fiatalabb allatok beszerzése és a
himek pérositds el6tti kezelésének meghosszabbitdsa. A hiivelyi/méhnyaki sejtek vétele sordn vigydzni kell arra,
hogy ne sériiljon meg a nyélkahdrtya, és ne alakuljon ki ezdltal dlvemhesség (10) (11).

41. A huvelyi atjarhat6sdg kezdetét kovetGen az 1.A kohortba tartozd F,-néstények hiivelyi keneteit naponta kell
megvizsgalni, amig az els§ elszarusodott kenet fel nem jegyezziik, annak érdekében, hogy meghatdrozzuk a két
esemény kozotti idGintervallumot. Az 1.A kohortba sorolt F,-néstények ivari ciklust is meg kell figyelni a PND
75-t6] kezdve két héten keresztiil. Ezenkiviil, ha az F,-nemzedék paroztatdsdra is sziikség van, az 1.B kohortban
hiivelyi citologiat kell végezni a parok kialakitasanak id6pontjatdl a parzasra utald bizonyiték észleléséig.

Piroztatis és vemhesség

42. A szokédsos végpontokon (pl. testtomeg, takarmanyfogyasztds, klinikai megfigyelések, beleértve a mortalitds|
morbiditds ellendrzését) kivil a pdrok kialakitisdnak idSpontjat, valamint a megtermékenyités és a fialds
idSpontjat is rogzitjiik és kiszdmitjuk a prekoitélis intervallumot (a parok kialakitdsatol a megtermékenyitésig) és a
vemhesség idGtartamat (a megtermékenyitéstdl a fialdsig). A P-nstényeket a varhaté fialas idépontjaban gondosan
meg kell vizsgdlni a nehéz ellésre utald jelek szempontjabodl. A fészkeld viselkedés vagy a szoptatdsi teljesitmény
barmilyen eltérését fel kell jegyezni.

43. A nap, amelyen a fialds lezajlik, a 0. laktdciés nap (LD 0) az anyadllat szdmdra és a 0. posztnatilis nap (PND 0) az
utédok szdmdra. Mdsik lehetdségként az osszehasonlitisok a posztkoitdlis id6n is alapulhatnak a vemhesség
idgtartamdban mutatkozé kiilonbségek posztnatdlis fejl6dési adatokra gyakorolt zavar6 hatdsdnak megsziintetése
érdekében, de a fialdshoz képest szdmitott idStartamokat is fel kell jegyezni. Ez kiilondsen fontos abban az
esetben, ha a vizsgdlt vegyi anyag hatdssal van a vemhesség id6tartamara.

Az utédok paraméterei

44. Az ellés utdn minden almot a lehet§ leghamarabb meg kell vizsgalni (PND O vagy 1) a kolykok szdmdnak és
ivardnak, a halvasziiletések és élvesziiletések szdmdanak, valamint a makroszképos rendellenességeknek a megilla-
pitdsa céljabol (kilsSleg ldthaté rendellenességek, beleértve a farkastorkot; a bdr alatti vérzést; a rendellenes
bérszint vagy textdrat; a koldokzsinér jelenlétét; a tej hidnydt a gyomorban; a beszdradt valadék jelenlétét). Ezen-
kiviil az ajsziilottek elsd klinikai vizsgdlatdnak tartalmaznia kell a testh6mérséklet, az aktivitdsi llapot és a megfo-
gasra adott reakcié mindségi értékelését. A 0. posztnatdlis napon vagy egy kés6bbi id6pontban elhullott koly-
kokben meg kell hatdrozni az esetleges defektusokat és az elhullds okdt. Az él6 kolykoket meg kell szdmolni és
egyenként meg kell mérni a 0. vagy 1. posztnatdlis napon, majd azt kovetGen rendszeresen, példdul legaldbb a
PND 4, 7, 14 és 21 napokon. Az dllatok életkordnak megfelel§ klinikai vizsgdlatokat az utédok testtomegének
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mérésekor meg kell ismételni, vagy gyakrabban, ha eset-specifikus megéllapitdsokat tettiink a sziiletéskor. A
feljegyzett észleléseknek ki kell terjedniiik tobbek kozott a kiils§ rendellenességekre, a bdr, a szérzet, a szemek és
a nyalkahdrtydk allapotdra, a vdladékok és kivdlasztott anyagok el6forduldsdra, valamint az autoném aktivitdsra. A
testtartds, a jards bizonytalansdga, a kézbevétel, valamint a ténusos vagy klénusos goércsok, sztereotip viselkedés
vagy bizarr viselkedésmod megfigyelt eseteit is fel kell jegyezni.

45. Az anogenitalis tdvolsigot (AGD) a kolykokben legalabb egy alkalommal meg kell mérni PND 0 és PND 4 kozott.
A kolykok testtomegét azon a napon kell megmérni, amikor az AGD-t is mérjilk, és az AGD-t normélni kell a
kolykok méretére, ami lehet6leg a testtomeg kobgyoke (12). A 12. vagy 13. posztnatdlis napon ellendrizni kell a
mellbimbdk/bimbdudvar jelenlétét him kolykokben.

46.  Minden kivélasztott F,-dllatot naponta kell értékelni a makk-fityma kiilonvalds (himek) vagy vagindlis dtjdrhatdsdg
(n@stények) szempontjabdl, amit ezeknek a végpontoknak a vérhat6 elérése el6tt kell megkezdeni, hogy észlelni
lehessen, ha az éllatok kordbban érik el a szexudlis érést. Fel kell jegyezni a nemi szervek minden rendellenességét,
mint példdul a tartés vagindlis filamentumot, hypospadidt vagy osztott himvessz6t. Az F,-dllatok ivarérettségét a
testi fejlédéssel kell Gsszehasonlitani az életkornak és a testsilynak a makk és a fityma kilonvaldsakor (himek)
vagy a hiively kinyildsakor (ndstény) torténd meghatdrozésaval (13).

A potenciilis fejldési neurotoxicitds értékelése (2.A és 2.B kohort)

s oz

47. A neurotoxicitdsi értékeléshez a 2.A kohort mindegyik kezelési csoportjabdl 10 him és 10 néstény dllatot és a 2.B
kohort mindegyik kezelési csoportjab6l 10 him és 10 néstény allatot kell haszndlni (mindegyik kohort esetében:
almonként 1 him vagy 1 ndstény, minden almot legaldbb 1 kolyoknek kell képviselnie; véletlenszerti kivélasztds).
A 2.A kohort dllatait riaszté hanghatdsoknak, funkciondlis megfigyelési sorozatnak, motoros aktivitdsi (ldsd
a 48-50. bekezdést) és neuropatoldgiai értékeléseknek (ldsd a 74-75. bekezdést) kell aldvetni. Torekedni kell arra,
hogy minimalisak legyenek a kisérleti koriilmények kozotti eltérések és ne legyenek szisztematikus osszefiiggésben
a kezeléssel. Valtozok, amelyek hatdssal lehetnek a viselkedésre: zajszint (pl. szakaszos zaj), h6mérséklet, pdratar-
talom, vildgitds, szagok, napszak és zavaré kornyezeti tényez6k. A neurotoxicitdsi vizsgdlatok eredményeit a
megfelel§ torténeti kontroll referencia tartomanyokhoz viszonyitva kell értelmezni. A 2.B kohort éllatait neuropa-
tologiai értékelésre kell haszndlni a 21. vagy a 22. posztnatdlis napon (ldsd a 74-75. bekezdést).

48. A riaszt6 hanghatdsokra adott valaszt a 24. posztnatilis napon (¢ 1 nap) kell megvizsgélni a 2.A kohort dllatainak
felhasznaldsaval. A vizsgalat napjat ellenstilyozni kell a kezelt és a kontroll csoportokban. Minden szakasz 50 vizs-
gdlatbol dll. A riaszté hanghatdsokra adott valaszt vizsgald tesztben meg kell hatdrozni az atlagos vélasz ampliti-
déjat a 10 vizsgalatbdl allé egyes blokkokban (5 blokk, egyenként 10-10 vizsgalattal), a vizsgalati feltételeket tgy
optimalizalva, hogy azok tesztmenet alatti habitudciét eredményezzenek. Ezeknek az eljirdsoknak 6sszhangban
kell lenniiik a B.53 vizsgdlati mddszerrel (35).

49.  Egy megfelel§ id6pontban a PND 63 és a PND 75 kozott a 2.A kohort éllatait egy funkciondlis megfigyelési soro-
zatnak és a motoros aktivitdst vizsgdl6 automatizdlt tesztnek vetjitk ald. Ezeknek az eljdrdsoknak osszhangban kell
lenniitk a B.43 (33) és a B.53 vizsgdlati mddszerrel (35). A funkciondlis megfigyelési sorozat magdban foglalja az
allat megjelenésének, viselkedésének és funkciondlis integritdsanak alapos leirasat. Ezeket az dllatoknak az otthonul
szolgéld ketrecben, illetve az dllatok dthelyezése utdn egy standard megfigyel6 kardmban (nyilt teriileten) — ahol az
dllatok szabadon mozognak — végzett megfigyelése, valamint manipulativ tesztek ttjn értékeljikk. A tesztelésben
a legkevésbé interaktivtdl a leginkdbb interaktiv felé kell haladni. A megfigyelések listdjt az 1. fuggelék mutatja
be. Minden dllatot alaposan képzett megfigyel6knek kell megvizsgalniuk, akik nincsenek tisztaban az dllat kezelési
allapotdval, és szabvanyositott eljarasokat hasznalnak a megfigyel6i variabilitds minimalizdldsa érdekében. Ameny-
nyiben lehetséges, célszerti, hogy ugyanaz a megfigyel§ értékelje az édllatokat egy adott teszt sordn. Ha ez nem
lehetséges, demonstrélni kell a megfigyel6k kozotti megbizhatésigot. A viselkedési vizsgdlatban szerepl§ vala-
mennyi paraméter esetében egyértelmd, operativ médon meghatarozott skaldkat és pontozdsi kritériumokat kell
haszndlni. Lehetdség szerint objektiv mennyiségi méréseket kell kidolgozni azokhoz a megfigyelési végpontokhoz,
amelyek szubjektiv rangsorolast igényelnek. A motoros aktivitds esetében minden allatot kiilon-kiilon kell tesz-
telni. A tesztnek elegendGen hosszi ideig kell tartania ahhoz, hogy a kontrollok esetében demonstrédlni lehessen
az tesztmenet alatti habitudciét. A motoros aktivitdst olyan automatizalt aktivitdsrogzits késziilékkel kell monito-
rozni, amely egyardnt képes az aktivitds novekedésének és csokkenésének észlelésére (vagyis a kiinduldsi aktivitds
az eszkozzel mérve ne legyen olyan alacsony, hogy kizdrja az aktivitds csokkenésének kimutatdsit, és ne legyen
olyan magas, hogy kizdrja az aktivitds novekedésének kimutatdsat). Minden eszkozt be kell vizsgélni olyan stan-
dard eljdrasokkal, amelyek a lehet§ legnagyobb mértékben garantdljdk a killonboz8 eszkozok folyamatos és
megbizhaté mikodését. A kezelési csoportokat a lehetséges mértékben kiegyensulyozottan kell szétosztani a
késziilékek kozott. A kezelési csoportokat ellenstlyozni kell a tesztidGpontok kozott, hogy kikiiszobolhetd legyen
az aktivitds cirkadidn ritmusadnak zavaré hatdsa.

50. Ha a meglév$ adatok azt mutatjdk, hogy egyéb funkciondlis vizsgdlatra is szitkség van (pl. érzékszervi, szocidlis,
kognitiv), ezeket tigy kell beilleszteni, hogy ne veszélyeztessék a vizsgdlatban végzett egyéb értékelések integritdsat.
Amennyiben ezeket a vizsgdlatokat ugyanazokban az dllatokban hajtjdk végre, amelyeket a standard riasztd
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hanghatdsok vizsgalata, a funkciondlis megfigyelési vizsgalat és a motoros aktivitds vizsgalata sordn is haszndltak,
a killonboz§ teszteket tgy kell titemezni, hogy minimalisra csokkentsék annak a kockazatdt, hogy veszélyeztessék
ezeknek a teszteknek az integritdsdt. A kiegészit§ eljarasok kiilonosen akkor lehetnek hasznosak, ha az empirikus
megfigyelés, a varhat6 hatdsok, illetve a hatdsmechanizmus egy bizonyos tipusii neurotoxicitdsra utalnak.

A potenciilis fejlédési immunotoxicitis értékelése (3. kohort)

51. Az 56. posztnatdlis napon (¢ 3 nap) a 3. kohort mindegyik kezelési csoportjanak dllatai kozil 10 himet és 10
néstényt (almonként 1 himet vagy 1 néstényt; minden almot legaldbb 1 kolyok képvisel; véletlenszert kivélasztds)
egy T-sejt dependens antitest vélasz vizsgdlatban, azaz egy T-sejt fiiggd antigénre, mint példéul a birka vorovér-
testre (sheep red blood cells, SRBC), vagy a kulcslyuk csiga hemocianinra (keyhole limpet hemocianin, KLH) adott
primer IgM antitestreakcié vizsgélatban kell felhaszndlni, 6sszhangban az aktudlis immunotoxicitdsi vizsgélati eljd-
rasokkal (14) (15). A vélaszt a specifikus plakk-képzg sejteknek (PFC) a lépben valé megszamlaldsival vagy az
SRBC- vagy KLH-specifikus IgM antitestek szérumtiterének ELISA-val torténé meghatdrozasaval lehet kiértékelni, a
cstcsvdlasz idGpontjdban. A valaszok éltaldban négy (PFC valasz) vagy 6t (ELISA) nappal az intravénds immunizd-
last kovetden adjdk a cstcsot. Abban az esetben, ha az elsGdleges antitestvdlaszt a plakk-képz6 sejtek megszdmold-
saval vizsgdljdk, megengedett, hogy az dllatok alcsoportjait kiilonb6z6 napokon értékeljiik, feltéve, hogy: az alcso-
port immunizaldsdt és elaltatdst Ggy iddzitjitk, hogy a PFC-ket a valasz csticsdn szdmoljdk meg; az alcsoportok
azonos szdmu him és ndstény utédot tartalmaznak minden déziscsoportbdl, beleértve a kontrollokat is; és az
alcsoportokat koriilbeliil ugyanabban a posztnatélis életkorban értékeljiik.A vizsgdlt vegyi anyaggal valé expozicid
a lépeknek a PFC-vilaszhoz val6 Gsszegytijtését vagy a szérumoknak az ELISA-vizsgdlathoz valé levételét mege-
1626 napig folytatddik.

A lehetséges reprodukcids toxicitis nyomonkovetd értékelése (1.B kohort)

52. Az 1.B kohortba tartozé éllatokat a 90. posztnatédlis napon til is kezelés alatt lehet tartani, és paroztatni lehet,
hogy F,-generaciét allitsanak el8, ha sziikséges. Azonos déziscsoportba tartozé himeket és ndstényeket kell dssze-
koltoztetni (elkeriilve a testvérek pdrositasat), legfeljebb két hét idGtartamra, amely a 90. posztnatdlis napon vagy
azt kovetSen kezdGdhet, de a 120. posztnatélis napnal nem késébb. Az eljardsok hasonldak a P-dllatokndl haszndlt
eljardsokhoz. A bizonyitékok sdlya alapjin azonban az almokat mdr a 4. posztnatdlis napon el lehet altatni
ahelyett, hogy végigkovetnénk ket az elvdlasztdsig vagy azon tdl.

MEGFIGYELESEK A VIZSGALAT LEZARASAKOR

Klinikai biokémia/Hematolégia

53. A P-dllatokban figyelemmel kell kisérni a szisztémds hatdsokat. A vizsgélat lezdrdsakor éhgyomri vérmintat kell
venni egy meghatdrozott helyrdl tiz véletlenszerGien kivalasztott P-himbdl és -nésténybdl dézicsoportonként,
amelyet megfelel§ koriilmények mellett kell tarolni, és részleges vagy teljes korti hematoldgiai, klinikai biokémiai,
valamint T4- és TSH-vizsgdlatnak vagy a vizsgdlt vegyi anyag ismert hatdsprofilja dltal indikalt egyéb vizsgila-
toknak kell aldvetni (ldsd az OECD 151. irdnymutatdsat (40)). A vizsgalati id6szak végén a kovetkez8 hematoldgiai
paramétereket kell megvizsgdlni: hematokrit, hemoglobin-koncentracid, vorosvértest-szam, teljes és differencialt
vérkép, trombocitaszdm és véralvaddsi id6[képesség. A vérplazma- és vérszérum-meghatdrozdsok sordn vizsgd-
land6 elemek: vércukor, 6sszkoleszterin, karbamid, kreatinin, 6sszprotein, albumin és legaldbb két, a méjsejti hatd-
sokat jelz§ enzim (pl. alanin-aminotranszferdz, aszpartdt-aminotranszferdz, alkalikus foszfatdz, gamma-glutamil-
transzpeptiddz és szorbitol-dehidrogendz). Tovdbbi enzimek vizsgdlata és az epesavak mérése bizonyos korilmé-
nyek kozott hasznos informdciokkal szolgalhat. Ezenkiviil az Osszes dllatbol vért lehet venni és eltdrolni egy
késdbbi id6pontban végzends esetleges analizis céljdra, amely segitséget nyujthat a kétes hatdsok tisztdzdsdban
vagy a belsé expozicids adatok elddllitdsiaban. Ha a P-dllatok mdsodik paroztatdsa nem szerepel a tervekben, akkor
a vérmintdkat az allatok Gtemterv szerinti elpusztitisakor végzett eljrds részeként vagy kozvetlenil azelStt kell
levenni. Abban az esetben, ha az dllatokat megtartjak, a vérmintdkat néhdny nappal az dllatok mdasodik alka-
lommal torténd péaroztatisa el6tt kell levenni. Annak az esetnek a kivételével, ha az ismételt dozisti vizsgdlatokbol
szarmazé adatok azt mutatjak, hogy a vizsgdlt vegyi anyag nem befolydsolja a paramétert, az dllatok elpusztitdsa
el6tt vizeletvizsgdlatot kell elvégezni, és a kovetkezS paramétereket kell kiértékelni: makroszképos megjelenés,
mennyiség, ozmolalitds vagy fajsaly, pH-érték, fehérje, glikoz, vér és vérsejtek, sejttormelék. A vizeletet a vizsgalt
vegyi anyag és/vagy a metabolit(ok) kivalasztdddsinak monitorozdsdra is lehet gydijteni.

54. Az F -dllatokban is figyelemmel kell kisérni a szisztémds hatdsokat. A vizsgdlat lezdrdsakor éhgyomri vérmintdt
kell venni egy meghatdrozott helyrdl tiz véletlenszertien kivélasztott 1.A kohort himbdl és nésténybdl dézicsopor-
tonként, amelyet megfelel§ korilmények mellett kell tdrolni, és standard klinikai biokémiai vizsgdlatnak kell
alavetni, beleértve a pajzsmirigyhormonok (T4 és TSH) szérumszintjeinek értékelését, a hematoldgiat (teljes és
differencidlt leukocita- és vorosvértest-szdm) és a vizeletvizsgalatot.



L 247(70 Az Eurépai Uni6 Hivatalos Lapja 2014.8.21.

55. A 4. posztnatilis napon megmaradé kolykoket makroszképos boncoldsnak kell aldvetni, és meg kell fontolni a
szérum pajzsmirigyhormon (T4) koncentricijanak mérését. Szitkség esetén az Gjsziilott (PND 4) vért a bioké-
miai/pajzsmirigyhormon analizisekhez almonként egyesiteni lehet. A 22. posztnatdlis napon makroszkopos
boncoldsnak aldvetett valasztott kolykokbdl (kohortokba be nem vélogatott F -kolykok) is lehet vért gydjteni a

T4- és TSH-analizishez.
Spermaparaméterek

56. A sperma paramétereit minden P-generdciés himben mérni kell, kivéve, ha a meglévé adatok azt mutatjdk, hogy a
sperma paraméterei nem valtoztak a 90 napos vizsgalat sordn. A spermaparaméterek vizsgdlatit minden 1.A
kohort himben el kell végezni.

57. A vizsgélat végén a here és a mellékhere tomege minden P és F, (1.A kohort) him esetében rogzitésre keriil. Leg-
aldbb egy herét és egy mellékherét félre kell tenni a koérszovettani vizsgdlathoz. A fennmarad6é mellékherét a
mellékhere farkdban 1év8 spermiumtartalék szdmszertsitésére hasznaljuk (16) (17). Ezen tilmenden, a mellékhere
farkdbol (vagy az ondévezetékbdl) spermiumokat kell gytjteni olyan mddszerekkel, amelyek minimalisra csok-
kentik a spermiumok kdrosoddsdt, amely zavarnd a spermiumok motilitdsdnak és morfoldgidjdnak értékelé-
sét (18).

58. A spermiumok mozgékonysdgdt lehet kozvetleniil az dllat elpusztitdsa utdn értékelni vagy felvételt is lehet készi-
teni a késdbbi analizishez. A fokozottan motilis spermiumok szdzalékos ardnyat meg lehet hatdrozni szubjektiv
vagy objektiv médon szdmitogép altal tdmogatott mozgdselemzés segitségével (19) (20) (21) (22) (23) (24). A
spermiumok morfoldgidjanak értékeléshez mellékherébdl (vagy onddvezetékbdl) szarmazéd spermamintdt kell
megvizsgalni fixdlt vagy nedves dllapotban (25), és mintdnként legaldbb 200 spermiumot kell kategorizdlni
normdl (fej és kozéprész[farok egyardnt normdl) vagy kéros spermiumként. A morfoldgiai sperma-rendellenes-
ségek kozé tartoznak példaul a fazid, az izolalt fejek és a torz fej és/vagy farok (26). A torz vagy nagy sper-
miumfej a spermiumképzddés hibdira utalhat.

59. Ha a spermamintdk le vannak fagyasztva, a kenetek le vannak fixalva és a spermiumok mozgékonysdgdnak elem-
zését szolgdld felvételeket a boncolds id6pontjiban rogzitettik (27), a késébbi elemzést a kontroll és a magas
dézissal kezelt himekre lehet korldtozni. Ha azonban a kezeléssel Gsszefiiggd hatdsok figyelhet6k meg, a kisebb
dézissal kezelt csoportokat is értékelni kell.

Makroszképos boncolds

60. A vizsgilat befejezésekor vagy id§ el6tti elhullds esetén valamennyi P- és F -dllatban makroszképosan meg kell
vizsgalni az esetleges strukturdlis rendellenességeket vagy patoldgids elvéltozdsokat. Kiilon figyelmet kell szentelni
a szaporitoszerveknek. Az elhulldskozeli dllapotba keriilt és ezért humdnus médon extermindlt és az elpusztult
kolykoket jegyz8konyvezni kell, és a nem macerdlt kolykokben meg kell hatdrozni az esetleges defektusokat és|
vagy az elhullds okat, majd konzervalni kell Gket.

61. A felndtt P- és F,-nGstények esetében a boncolds napjan meg kell vizsgalni a hiivelyi kenetet, hogy meghatdrozzuk
az ivari ciklus szakaszdt, és hogy lehetdvé tegyik a korreldcié feldllitdsat a szaporitoszervek korszovettandval. A P-
ndstények (és az F-néstények, ha vannak ilyenek) méhében megvizsgdljuk az implantdciés helyek jelenlétét és
szamdt, olyan médon, amely nem veszélyezteti a korszovettani értékelést.

Szervtomeg és a szovetek megGrzése — P és F, felndtt dllatok

62. A vizsgélat befejezésének idGpontjdban a testtomegeket és a megfeleld kohortokba (az aldbbiak szerint) tartozd
valamennyi P- és F,-feln6tt allat alabb felsorolt szerveinek nedves tomegét a lehetd leghamarabb meg kell hataroz-
ni, hogy a kimetszés utdni kiszdradds elkeriilhetd legyen. Ezeket a szerveket ezutdn megfelel§ koriilmények kozott
meg kell 8rizni. EltérS rendelkezés hidnydban a pdros szerveket killon-kiilon vagy egyiitt is le lehet mérni, 6ssz-
hangban a vizsgélatot végzd laboratérium altaldnos gyakorlatéval.

— méh (petevezetékekkel és méhnyakkal), petefészkek,
— here, mellékhere (teljes és cauda a spermiumszdm meghatdrozdsihoz haszndlt mintdkhoz),

— prosztata (dorzolaterdlis és ventrdlis részek egyiitt). A prosztata és a kapcsolédd szervek megtisztitdsa sordn
tigyelni kell arra, hogy ne sztrjuk 4t a folyadékkal teli ondohélyagokat. Ha kezeléssel osszeftigg$ hatds mutat-
kozik a prosztata teljes tomegében, a fixalds utdn a dorzolaterdlis és ventrdlis szegmenseket gondosan szét kell
valasztani, és kiilon-kiilon le kell mérni,
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— ondohdlyagok a koaguldlé mirigyekkel és valadékukkal (egy egységként),

— agy, mdj, vese, sziv, lép, csecsemdmirigy, agyalapi mirigy, pajzsmirigy (fixdlds utdn), mellékvesék és ismert
célszervek vagy -szovetek.

63. A fent felsorolt szervek mellett a periférids ideg-, az izom-, a gerincveld-, a szem- és latdideg-, az emésztGrend-
szer-, a hligyhodlyag-, a tiid6-, a 1égcs6- (a pajzsmiriggyel és a mellékpajzsmiriggyel), a csontvel$-, az ondévezeték-
(himek), az eml8mirigy- (himek és ndstények), és a hiivelymintdkat megfelel§ koriilmények kozott meg kell Grizni.

64. Az 1.A kohort allatainak minden szervét meg kell mérni és meg kell 6rizni a kérszovettani vizsgélathoz.

65. A pre- és posztnatalisan kivéltott immunotoxikus hatdsok vizsgdlatdhoz az 1.A kohort mindegyik kezelési
csoportjabol 10 him és 10 ndstény dllatot (almonként 1 him vagy 1 ndstény; minden almot legaldbb 1 kolyoknek
kell képviselnie; véletlenszeri kivalasztds) a kovetkez§ vizsgalatoknak kell aldvetni az elaltatdskor:

— az expozicids ttvonalhoz kapcsolddé és attdl tavoli teriiletrdl szarmazé nyirokcsomoék lemérése (a mellékvese
mirigyek, a csecsemOmirigy és a lép tomege mellett, amelyeket mdr valamennyi 1.A kohort dllaton
megmértek),

— a lép-limfocita alcsoport analizise (CD4+ és CD8+ T-limfocitdk, B-limfocitdk, természetes 6lGsejtek) a 1ép egyik
felének felhaszndlasaval, a 1ép masik felét a korszovettani értékeléshez konzervaljuk.

A lép-limfocita szubpopuldciok nem immunizélt (1.A kohort) 4llatokban torténé elemzése meghatdrozza, hogy az
expozicié Osszefiigg-e a »segitG« (CD4+) vagy citotoxikus (CD8+) thymus-eredetdi limfocitdk vagy természetes
oldsejtek (NK) (gyors vélasz neoplasztikus sejtekre és kérokozdkra) immunoldgiai egyensilyi eloszldsanak eltolé-
ddsaval.

66. A 1.B kohort allatok esetében a kovetkezd szerveket kell megmérni és a megfelel§ szoveteibSl blokkokat készi-
teni:

— vagina (nem mért),

— méh a méhnyakkal,

— petefészkek,

— here (legaldbb egy),

— mellékherék,

— ondodhdlyag és koaguldlé mirigyek,
— prosztata,

— agyalapi mirigy,
— azonositott célszervek.

Az 1.B kohort kdrszovettani értékelését akkor kell elvégezni, ha az 1.A kohort eredményei kétesek, illetve szapo-
roddsi vagy endokrin mérgezd anyagok gyantja meriil fel.

67. 2.A és 2.B kohort: Fejlddési neurotoxicitasi vizsgalat (PND 21 vagy PND 22 és feln6tt utdd). A 2.A kohort dlla-
tokat a viselkedési teszt utdn el kell altatni, az agytomegeket fel kell jegyezni és teljes idegkérszovettani vizsgdlatot
kell végezni a neurotoxicitds értékelése céljab6l. A 2.B kohort allatokat a 21. vagy 22. posztnatdlis napon el kell
altatni, az agytomegeket fel kell jegyezni és az agyakat mikroszkoppal meg kell vizsgdlni a neurotoxicitds értéke-
lése céljabol. A 2.A kohortba tartozé dllatoknal el8irds a perfuzids fixdlds, ami vélaszthatd a 2.B kohortba tartozd
dllatok esetében, amint azt a B.53 vizsgdlati mddszer el6irja (35).

Szervtomeg és a szovetek meg6rzése — F, elvilasztott dllatok

68. A kohortokba be nem vélogatott kolykoket, beleértve a csokott egyedeket, az elvalasztds utdn a 22. posztnatélis
napon el kell altatni, kivéve, ha az eredmények azt mutatjak, hogy él§ dllatokban végzendd tovdbbi vizsgdlatokra
van szitkség. Az elaltatott kolykokon makroszkopos boncoldst kell végezni, beleértve a szaporitdszervek értéke-
lését a 62. és 63. bekezdésben leirtak szerint. Annyi alombdl, amennyibdl csak lehetséges, nemenként és csopor-
tonként legfeljebb 10 kolyok esetében meg kell mérni az agy, a 1ép és a csecsemOmirigy tomegét, és megfelel§
koriilmények kozott meg kell 6rizni ezeket a szerveket. Ezenkiviil ezeknek a him és ndstény kolykoknek az emld-
szoveteit meg lehet Grizni tovdbbi mikroszképos elemzés céljdra (') (lasd az OECD 151. irdnymutatdsdt (40)). A
makroszkdpos rendellenességeket és a célszoveteket meg kell Grizni az esetleges szovettani vizsgdlat céljdbol.

génaktivitds érzékeny végpontja. Ajanlott a vizsgdlati médszerbe olyan végpontok beillesztése, amelyek a mindkét nemhez tartozd
kolykok emlémirigyét érintik, ha validdltak ezeket.
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Kérszovettan — P-dllatok

69. A 62. és 63. bekezdésben felsorolt szervek teljes korszovettani vizsgalatdt minden magas dozissal kezelt és kont-
roll P-dllatban el kell végezni. A kezeléssel osszefiiggd véltozdsokat mutat6 szerveket az alacsonyabb déziscsopor-
tokba tartozé dllatokban is meg kell vizsgdlni a NOAEL meghatdrozdsa érdekében. El kell végezni tovdbbd vala-
mennyi olyan éllat szaporitészerveinek korszovettani vizsgdlatdt, amelyek gyanithatéan csokkent termékenységgel
birnak, igy példaul azok esetében, amelyek nem tudtak pdrzani, megfoganni, utédokat nemzeni vagy egészséges
utddokat a vildgra hozni, vagy amelyeknél az ivari ciklusra vagy a spermiumok szdmdra, motilitdsdra vagy morfo-
l6gidjéra gyakorolt hatdsokat észleltiink, és valamennyi makroszkopos elvéltozast is korszovettani vizsgélatnak kell
aldvetni.

Kérszovettan — F,-dllatok
Az 1. kohort dllatai

70. A 62. és 63. bekezdésben felsorolt szervek teljes korszovettani vizsgdlatait minden magas dézissal kezelt és kont-
roll felnétt 1.A kohort allatban el kell végezni. Az almokat legaldbb nemenként 1 kolyoknek kell képviselni. A
kezeléssel osszefiiggs valtozasokat és makroszkopos 1ézidkat mutatd szerveket és szoveteket az alacsonyabb dézis-
csoportokba tartozé dllatokban is meg kell vizsgdlni a NOAEL meghatdrozdsa érdekében. A limfoid szervekre pre-
és posztnatilis korban gyakorolt hatdsok értékeléséhez az Gsszegyfijtott nyirokcsomok és csontvels kérszovettani
vizsgalatat is el kell végezni az 1.A kohortba tartozé 10 him és 10 néstény dllaton, a csecsem@mirigy, a 1ép és a
mellékvesék 1A allatokban maér elvégzett korszovettani értékelése mellett.

71.  Szaporoddsi vagy endokrin mérgez8 anyagok gyanija esetén az 1.B kohortba tartozé valamennyi allatnak
a 66. bekezdésben leirt blokk allapotba feldolgozott szaporodasi és endokrin szévetein korszovettani vizsgalatot
kell végezni. Az 1.B kohorton szintén szovettani vizsgalatot kell végezni, ha az a 1.A kohort eredményei kétesek.

72. A felnétt ndstények petefészkeinek tiisz8kezdeményeket és novekvd tiiszéket, valamint sargatesteket is kell tartal-
maznia; ezért a korszovettani vizsgalatnak az F,-néstényekben a tiisz6kezdemények és a kis fejl6d6 tiisz8k, vala-
mint a sdrgatestek mennyiségi értékelését kell céloznia; az allatok szdmdnak, a petefészek-szekcid kivélasztdsanak,
valamint a szekciobdl vett minta méretének statisztikailag megfelelének kell lennie az alkalmazott értékelési elja-
rashoz. A tiisz6ket el@szor a kontroll és a nagy dézissal kezelt dllatokban lehet megszamlalni, és abban az esetben,
ha kéros hatast észlelnek az utdbbiban, az alacsonyabb dézissal kezelt dllatokat is meg kell vizsgalni. A kezelt és
kontroll petefészkek Osszehasonlitdsdhoz a vizsgélatoknak ki kell terjedniiik a tiisz6kezdemények Osszeszamlala-
sara, amelyekhez hozza lehet venni a kis novekvd tiisz8ket is (ldsd az OECD 151. irdnymutatasit (40)). A sdrga-
testek értékelését az ivari ciklus vizsgdlatdval parhuzamosan kell elvégezni, hogy a ciklus szakaszit figyelembe
lehessen venni az értékelés sordn. A petevezetéket, a méhet és a hiivelyt a szervre jellemz8 megfelel§ fejlédés
szempontjabdl is megvizsgaljuk.

73. A herék részletes szovettani vizsgdlatit az F -himeken végezziik el, hogy azonositsuk a here differencidldsdra és
fejlédésére, valamint a spermatogenezisre gyakorolt kezeléssel osszefiiggé hatdsokat (38). Amennyiben lehetséges,
a rete testis részeit is meg kell vizsgdlni. A mellékhere fejét, testét és farkdt, valamint az onddvezetéket a szervre
jellemzd megfeleld fejlédés, valamint a P-himeknél sziikséges paraméterek szempontjdb6l vizsgaljuk.

A 2. kohort dllatai

74. A 2.A kohort valamennyi magas dozissal kezelt és kontroll dllatdin nemenként idegkérszovettani vizsgélatot
végziink az idegrendszeri vizsgdlat befejezését kovetSen (PND 75 utdn, de nem késébb, mint PND 90). Az agy
korszovettani vizsgdlatit a 2.B kohort minden magas dozissal kezelt és kontroll dllatin nemenként a 21.
vagy 22. posztnatdlis napon végezziik el. A kezeléssel Gsszefiiggs valtozdsokat mutatd szerveket vagy szoveteket
az alacsonyabb déziscsoportokba tartozé dllatokban is meg kell vizsgalni a NOAEL meghatdrozdsa érdekében. A
2A
és 2.B kohortba sorolt dllatok esetében az agy tobb metszetét is megvizsgdljuk a szaglohagymdk, cerebrilis cortex,
hippocampus, bazélis ganglionok, thalamus, hypothalamus, kozépagy (tectum, tegmentum, és agyi pedunculusok),
agytorzs és a kisagy vizsgdlata érdekében. Kizdrélag a 2.A kohort esetében a szemeket (retina és lat6ideg) és a peri-
férids ideg-, izom- és a gerincvel6mintdkat is megvizsgaljuk. Ezeknek az idegkérszovettani eljdrdsoknak Ossz-
hangban kell lenniiik a B.53 vizsgalati médszerrel (35).

75. A morfometriai (kvantitativ) értékeléseket az agy reprezentativ teriiletein (megbizhaté mikroszkopikus tdjékozé-
dési pontok alapjan gondosan kivdlasztott homoldg szakaszok) kell végezni, és ezek az értékelések magukban
foglalhatjak a specifikus agyi régi6k linedris és/vagy teriileti méréseit is. Legaldbb hdrom egymast kovetd metszetet
kell késziteni minden tdjékozdddsi pontndl (szint), hogy kivélaszthaté legyen az adott értékelendd agyi teriilet
leginkdbb homoldg és reprezentativ metszete. A kérboncnoknak megfelel6 dontést kell hoznia, hogy a mérésre
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el6készitett metszetek homologok-e a mintakészlet egyéb metszeteivel, és igy alkalmasak-e a bevalogatdsra, hiszen
kiillonosen a linedris mérések viszonylag rovid tdvolsagon belil is valtozhatnak (28). A nem homoldég metszetek
haszndlata tilos. Bar a cél az, hogy az erre a célra fenntartott valamennyi dllatbél (10/nem/dézisszint) mintdt
vegyiink, kisebb édllatszdmok is elegenddk lehetnek. A nemenként és dozisszintenként kevesebb mint 6 &llatbol
szdrmaz minta azonban édltaldban nem tekinthetd elégségesnek ehhez a vizsgdlati médszerhez. Sztereoldgidt lehet
haszndlni a kezelések egyes paraméterekre, mint példdul bizonyos neuroanatémiai régidk térfogatdra vagy sejt-
jeinek szdmdra gyakorolt hatdsainak azonositdsira. A szovetmintdk el6készitésének valamennyi lépése sordn, a
szovetek fixdlasatol kezdve a szovetmintdk kimetszésén és a szovetek feldolgozdsan dt a metszetek festéséig,
kiegyenstlyozott elrendezést kell alkalmazni tigy, hogy minden tételnek minden déziscsoportbdl kell reprezentativ
mintakat tartalmaznia. Ha morfometriai vagy sztereoldgiai elemzést kell végezni, az agyszoveteket minden dézisz-
szinten egyidejtileg kell a megfelel§ kozegbe dgyazni annak érdekében, hogy elkeriiljitk a zsugoroddsi miitermékek
kialakuldsat, amelyek a fixdloszerben val6 hosszabb tdroldshoz tarsulhatnak.

JEGYZOKONYVEZES

Adatok

76. Az adatokat kiilon-kiilon és tabldzatos formdaban Osszefoglalva is be kell mutatni. Szitkség esetén minden vizsgalati
csoport és generdcié esetében a kovetkezSket kell jegyz6konyvezni: az dllatok szdma a vizsgdlat kezdetekor, a vizs-
gélat sordn elpusztult vagy humdnus okokbdl elpusztitott allatok szdma, minden elhullds vagy humanus elpusz-
titds id6pontja, a termékeny dllatok szdma, a vemhes ndstények szdma, az almokat ell§ néstények szdma, a toxi-
citds jeleit mutatd allatok szdma. A toxicitds lefrdsdt is jegyzSkonyvezni kell, beleértve kezdetének idejét, idStar-
tamdt és stlyossdgat.

77. A szamszer( eredményeket megfelel§ és elfogadott statisztikai modszerrel kell értékelni. A statisztikai modszereket
a vizsgélati elrendezés részeként kell kivalasztani, és megfelelGen kell kezelni a nem normadlis adatokat (pl. szamlé-
lasi adatok), a cenztirdzott adatokat (pl. korldtozott megfigyelési id6), a nem fiiggetlenséget (pl. az alom hatdsai és
az ismételt mérések) és a nem egyenld variancidkat. Az dltaldnositott linedris kevert modellek és a dézis-valasz
modellek az e vizsgdlati médszer dltal generalt adatok elemzéséhez megfelel§ elemzési eszkozok széles korét
lefedik. A jegyz8konyvnek elegendd informaciot kell tartalmaznia az alkalmazott elemzési médszerrel és szamité-
gépes programmal kapcsolatban ahhoz, hogy egy fiiggetlen birdld vagy statisztikus értékelhesse vagy tjraértékel-
hesse az elemzést.

Az eredmények értékelése

78. A vizsgdlat eredményeit a megfigyelt hatdsok, ezen beliil a boncoldsi és mikroszképos eredmények szempontjdbol
kell értékelni. Az értékelésnek tartalmaznia kell a kapcsolatot, vagy annak hidnydt, a dézis és a rendellenességek —
beleértve a makroszk6pos 1ézidkat — jelenléte, el6forduldsa és stlyossdga kozott. A célszerveket, a termékenységet,
a klinikai tiineteket, a reprodukcids és alomteljesitményt, a testtomeg véltozdsait, a mortalitdst és minden mds
toxikoldgiai és fejl6dési hatast is értékelni kell. Kiillonos figyelmet kell forditani az ivarspecifikus véltozdsokra. A
vizsgélati eredmények értékelésekor figyelembe kell venni a vizsgalt vegyi anyag fizikai-kémiai tulajdonsigait és az
esetlegesen rendelkezésre all6 toxikokinetikai adatokat, beleértve a placentdn 4t torténd transzfert és a tejbe
torténd kivélasztodast is.

Vizsgilati jegyz8konyv

79. A vizsgélati jegyz8konyvnek tartalmaznia kell a jelen vizsgdlatban a P-, F,- és — adott esetben — F,-dllatokbdl gytij-
tott kovetkezd informdciokat:
Vizsgdlt vegyi anyag:

— a vizsgélt vegyi anyag kémiai, toxikokinetikai és toxikodinamikai tulajdonsdgaira vonatkozé valamennyi rendel-
kezésre dll6 informdcio,

— azonositd adatok,

— tisztasag.

VivGanyag (ha van):

— a vivBanyag megvalasztisdnak indokoldsa, ha az nem viz.
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Kisérleti dllatok:

— felhasznalt faj/torzs,

— az dllatok szdma, kora és neme,

— szdrmazas, tartdsi koriilmények, takarmany, fészekraké anyagok stb.,
— az egyes allatok testtomege a vizsgdlat kezdetekor,

— a P-ndstények hiivelykenet-adatai a kezelés megkezdése el6tt (ha az adatok Osszegytjtése megtortént ebben az
idépontban),

— a P-generdci6 pdrositdsdnak nyilvantartdsa, megadva a him és ndstény partnereket és a paroztatds sikeressége,

— a felnétt F,-dllatok szarmazdsi almanak nyilvantartdsa.

Vizsgdlati koriilmények:
— az adagolasi szintek megvalasztdsinak indokldsa,

— a vizsgdlt vegyi anyag formuldzdsavalfa taplalék elSkészitésével, az elért koncentraciéval kapcsolatos informa-
ciok,

— a készitmény stabilitdsa és homogenitdsa a vivéanyagban vagy hordozéban (pl. takarmadny, ivoviz), a vérben
és|vagy a tejben a felhaszndlds és a felhaszndldsok kozott tarolds feltételei mellett,

— a vizsgdlt vegyi anyag beaddsdra vonatkozé adatok,

— dtszdmitds a vizsgdlt vegyi anyagnak a takarmdnyban/ivovizben meglévS koncentracidjardl (ppm) a tényleges
dézisra (mg/testtomeg kg/nap), ha alkalmazhato,

— a taplalék és a viz mindségére vonatkozd adatok (ezen belill a takarmdany Osszetétele, ha rendelkezésre 4ll),

— a randomizaldsi eljardsok részletes leirdsa, amelyeket a kolykok selejtezésre torténd kivalasztdsdra és a kezelési
csoportokba val6 besoroldsira haszndltak,

— kornyezeti feltételek,

— a vizsgdld személyzet listdja, beleértve a szakmai képzéseket.

Eredmények (Gsszefoglald és egyéni adatok, nemek és adagolds szerint):

— a P- és F-dllatok takarmdanyfogyasztdsa, vizfogyasztdsa (ha rendelkezésre 4ll), takarmanyhasznositdsa (egy
gramm elfogyasztott takarmdnyra es§ testtomeg-gyarapodds, kivéve az egyliittélés és a szoptatds idGszakat),
vizsgélt vegyi anyag fogyasztdsa (takarmanyban/ivovizben torténd adagolas esetén),

— felszivodési adatok (ha vannak),

— resttomeg adatok a P-generdciondl,

— a kivalasztott F-dllatok testtomeg adatai az elvalasztds utdn,

— a vizsgélat sordn bekovetkezd elhullds idSpontja, illetve hogy az éllatok életben maradtak-e az extermindldsig,
— a klinikai megfigyelések jellege, stlyossdga és idGtartama (a valtozdsok visszafordithatok-e vagy sem),
— hematoldgia, vizeletvizsgélat és klinikai kémiai adatok, beleértve a TSH- és T4-értékeket,

— a lépsejtek fenotipusos elemzése (T-, B-, NK-sejtek),

— csontveld cellularitds,

— toxikus reakciéra vonatkozé adatok,

— normalis vagy abnormdlis ivari ciklust mutaté P- és F -néstények szdma és a ciklus idStartama,

— parzdsig eltelt id8 (prekoitélis intervallum, a pdrositas és a parzds kozotti napok szdma),

— a szaporoddsra gyakorolt toxikus és mds hatdsok, beleértve azoknak az dllatoknak szdmadt és szdzalékos
ardnyat, amelyeknél megval6sult a parzds, a vemhesség, a fialds és a szoptatds, azoknak a himeknek a szdmit
és szazalékos ardnydt, amelyek vemhességet valtottak ki, azoknak a ndstényeknek a szdmat és szdzalékos
ardnyit, amelyek dystocia/elhiiz6dd vagy nehéz ellés jeleit mutattak,

— a vemhesség és — ha rendelkezésre 4ll — a fialds idStartama,

— a bedgyazdddsok szdma, az alom nagysdga és a him kolykok ardnya,
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— a bedgyazddds utdni veszteségek, az élvesziiletések és halvasziiletések szdma és szdzalékos ardnya,

— az alom tomege és a kolykok tomege (himek, ndstények és kombindlt), a csokott egyedek szdma, ha megallapi-
tasra kerilt,

— a szemmel lathaté rendellenességeket mutatd kolykok szama,

— az utddokra, a sziiletés utdni novekedésre, az életképességre gyakorolt toxikus és egyéb hatdsok stb.,

— a fizikai tdjékozddasi pontokra vonatkozé adatok kolykokben és egyéb posztnatalis fejlédési adatok,

— az F,-dllatok nemi érésére vonatkozé adatok,

— adott esetben a kolykokben és felnétt dllatokban végzett funkciondlis megfigyelésekkel kapcsolatos adatok,
— resttomeg az elaltatdskor, valamint a P- és feln6tt F-allatok abszolut és relativ szervtomegadatai,

— boncoldsi eredmények,

— az Osszes korszovettani lelet részletes ismertetése,

— teljes ondosejtszdm a mellékhere farki részében, az el6rehaladé mozgdst végzd ondésejtek szdzalékos ardnya,
morfoldgiailag normdl onddsejtek szdzalékos ardnya és az azonositott rendellenességet mutaté onddsejtek
szazalékos ardnya a P- és F,-himekben,

— adott esetben a P- és F,-n8stények petefészkeiben talalhat6 tiisz8k szdma és érési szakaszai,
— a sdrgatestek szdma az F -ndstények petefészkeiben,

— adott esetben az eredmények statisztikai feldolgozasa.

A 2. kohort paraméterei:

— a megfigyelések és eljdrdsok szabvanyositdsdra haszndlt eljardsok, valamint a megfigyelések pontozdsira szol-
gdl6 operativ definiciok részletes leirasa,

— az alkalmazott vizsgdlati eljdrdsok listdja, alkalmazdsuk indokldsaval,

— az alkalmazott viselkedési/funkciondlis, neuropatoldgiai és morfometrids eljarasok részletei, beleértve az auto-
matizdlt eszkdzokre vonatkozd informdcidkat és adatokat,

— az eszkozok kalibréldsat szolgdld és egyenértékiiségiiket biztosito, illetve a kezelési csoportoknak a vizsgalati
eljarasokban vald kiegyensulyozasat biztositd eljardsok,

— a szakmai megitélést igénylS barmilyen dontés rovid indokldsa,

— a viselkedési, funkciondlis, neuropatoldgiai és morfometrids eredmények részletes leirdsa nemek és déziscso-
portok szerint, beleértve a kontrollokhoz viszonyitott nvekedést és csokkenést,

— agytomeg,

— a neuroldgiai tiinetekbdl és 1ézi6kbol levezetett diagndzisok, beleértve a természetesen el6fordulé betegségeket
vagy éllapotokat,

— a példaértékd leletekrdl késziilt képek,
— a morfometridra hasznalt metszetek homoldg voltanak értékelésére szolgdld kis nagyitdsu képek,

— az eredmények statisztikai feldolgozdsa, beleértve az adatok és az eredmények elemzésére haszndlt statisztikai
modelleket, fiiggetleniil attdl, hogy szignifikdnsak voltak-e vagy sem,

— bérmely mds toxikus hatds és a vizsgdlt vegyi anyag neurotoxicitdsi potencidljdval kapcsolatban levont kovet-
keztetések kapcsolata nemenként és csoportonként,

— a toxikokinetikai informacidk hatdsa a kovetkeztetésekre,

— a vizsgdlati médszer megbizhat6sdgat és érzékenységét aldtdmaszté adatok (azaz a pozitiv és a torténeti kont-
roll adatok),

— a neuropatoldgiai és funkcionalis hatdsok kozotti kapesolatok, ha vannak ilyenek,
— NOAEL vagy benchmark dézis az anyaallatok és az utdédok esetében, nemenként és déziscsoportonként,

— az adatok értelmezésének diszkusszidja az eredmények alapjin, beleértve azt a kovetkeztetést, hogy a vizsgélt
vegyi anyag okozott-e fejl6dési neurotoxicitdst vagy nem, valamint a NOAEL-t.
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A 3. kohort paraméterei:

— a szérum IgM-antitest titere (SRBC- vagy KLH-szenzitizdcid), vagy a 1ép IgM PFC-egységek (SRBC-szenziti-
zacio),

— a TDAR-mddszer teljesitményét a laboratériumi optimalizaldsi folyamat részeként igazolni kell a vizsgalat els§
alkalommal val feldllitisakor, illetve rendszeresen (pl. évente) minden laboratériumban,

— az adatok értelmezésének diszkusszidja az eredmények alapjdn, beleértve azt a kovetkeztetést, hogy a vizsgélt

......

Az eredmények tdrgyaldsa

Kovetkeztetések, ezen beliil a sziildi és utddhatdsokra vonatkozé NOAEL-értékek

Rendelkezésre kell bocsatani minden olyan informdciét is, amelyet nem a vizsgdlat sordn gydjtottek, de hasznos
lehet az eredmények értelmezéséhez (pl. a hatdsok hasonlésdga barmely ismert neurotoxikus anyaghoz).

Az eredmények értelmezése

80. A kibdvitett egygenerdcids reprodukcids toxicitdsi vizsgdlat informdciokkal szolgdl valamely vegyi anyagnak a
szaporodasi ciklus osszes fazisiban torténd, ismételt expozicidja hatdsairdl, szitkség szerint. A vizsgdlat killonosen
a szaporitorendszerrel, valamint az utddok fejlédésével, novekedésével, talélésével és funkciondlis végpontjaival
kapcsolatban ad informdcidkat a 90. posztnatdlis napig.

81. A vizsgalat eredményeinek értelmezésekor figyelembe kell venni a vegyi anyagrol rendelkezésre allo Gsszes infor-
maéciot, beleértve a fizikai-kémiai, valamint toxikokinetikai és toxikodinamikai tulajdonsigokat, a szerkezeti analé-
gokra vonatkozd lényeges informdacidkat, és a vizsgdlt vegyi anyaggal kordbban végzett toxicitdsi vizsgélatok ered-
ményeit (pl. akut toxicitds, ismételt alkalmazds utdni toxicitds, mechanisztikus vizsgalatok, illetve az azt értékels
vizsgalatok, hogy vannak-e a fajok kozott jelentds mennyiségi és mindségi kiillonbségek az in vivo/in vitro metabo-
likus tulajdonsdgokban). Amennyiben megoldhat6, a makroszkopos boncoldsi eredményeket és a szervtomeg-
adatokat a mds, ismételt dozisu vizsgdlatokban tett megfigyelésekkel Osszefiiggésben kell értékelni. Az utédok
novekedésének csokkenését a vizsgdlt vegyi anyagnak a tej Osszetételére gyakorolt hatdsdval kapcsolatban is lehet
értelmezni (29).

2. kohort (fejlédési neurotoxicitds)

82. Az idegrendszeri és neuropatoldgiai eredményeket az Osszes megdllapitds Osszefiiggésében kell értelmezni, az
adatok bizonyitd erején alapulé megkozelitést szakértéi megitéléssel kombindlva. A viselkedési vagy morfoldgiai
eredmények mintdzatait, ha vannak ilyenek, valamint a dézis-vilaszra utalé bizonyitékokat meg kell vitatni. A
fejl6dési neurotoxicitds értékelését bele kell foglalni ebbe a jellemzésbe, beleértve az emberi epidemioldgiai vizsga-
latokat vagy esettanulmanyokat, illetve az dllatkisérleteket (pl. toxikokinetikai adatok, szerkezet-hatds informaciok
és egyéb toxicitdsi vizsgdlatok adatai). Az adatok értékelésének tartalmaznia kell a bioldgiai és a statisztikai szigni-
fikancia diszkusszidjdt. Az értékelésnek tartalmaznia kell a kapcsolatot — ha van ilyen — a megfigyelt neuropatolé-
giai és viselkedési véltozdsok kozott. A fejlédési neurotoxicitdsi eredmények értelmezésével kapcsolatos irdinymuta-
tasért ldsd a B.53 vizsgdlati modszert (35) és a Tyl et al., 2008 publikdciét (31).

3. kohort (fejlédési immunotoxicitdsi vizsgdlat)

83. Az immunrendszer m@ikodésének TDAR-mddszerrel (T-sejt dependens antitest valasz) mért gatlasat vagy serken-
tését az Osszes észrevétel Osszefiggésében kell értékelni. A TDAR eredményének jelentGségét az immunoldgiai
kapcsoléddsi mutatdkra (pl. a csontveld cellularitdsa, a limfoid szdvetek tomege és korszovettana, a limfocita-
alcsoportok eloszldsa) gyakorolt egyéb hatdsok is alitdmaszthatjak. A TDAR dltal megdllapitott hatdsok kevésbé
értelmezhetSk lehetnek, ha alacsonyabb expozicids koncentracioknal egyéb toxikus tiineteket figyeltek meg.

84. A reprodukcids és neurotoxicitdsi eredmények értelmezésével kapcsolatban az OECD 43. irdnymutatdsat kell alkal-
mazni (26).
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1. fiiggelék

Mérések és megfigyelések a funkciondlis megfigyelési vizsgdlatban (2.A kohort)

Sajdt ketrec — Nyilt teriilet Manipuldlds Fiziologia
Testtartds Kivétel konnytisége Hémérséklet
Akaratlan klénusos vagy ténusos Kézbevétel konny(sége Testtomeg
gorcsok
Szemhéjak bezdrasa [zomténus Pupillareakcié
Sz8rmeredezés Vilasz kozelitésre Pupillaméret
Nyalzds Vilasz érintésre
Konnyezés Vilasz zajra
Hangadds Vilasz farokcsipésre

Hatrafelé jards

Felegyenesedési valasz

Jarasi rendellenességek

Foldre érkezd labak tdvolsdga

Ebredés

Eliils§ végtag fogdserdssége

Sztereotip viselkedés

Hituls6 végtag fogdserGssége

Bizarr viselkedés

Foltok

Légzési rendellenességek
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2. fuggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK
Vegyi anyag: egy anyag vagy keverék.

Vizsgdlt vegyi anyag: bdrmely, e vizsgdlati modszer alkalmazdsdval vizsgélt anyag vagy keverék.
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B.57. H295R SZTEROIDOGENEZIS-VIZSGALAT

BEVEZETES

1. Ez avizsgédlati médszer egyenérték(i az OECD 456. vizsgdlati irinymutatdsdban (2011) leirt médszerrel. Az OECD
1998-ban kiemelt fontossdgt tevékenységet inditott a meglévd vizsgalati irinymutatdsok feliilvizsgalatdra, vala-
mint az endokrin rendszert esetlegesen kdrosit6 vegyi anyagok kisztirésére és vizsgalatira vonatkozé 4j vizsgélati
irdnymutatasok kidolgozasa érdekében. Az OECD 2002. évi »Koncepciondlis keret az endokrin rendszert kérosit6
vegyi anyagok tesztelésére és értékelésére« cimti dokumentuma 0Ot szintet foglal magaban, amelyek mindegyike
killonb6z6 szintd biolégiai komplexitasnak felel meg (1). Az ebben a vizsgdlati médszerben leirt in vitro H295R
szteroidogenezis-vizsgdlat (H295R) egy humdn adrenocarcinoma sejtvonalat (NCI-H295R sejtek) hasznal, és 2.
szinti »mechanisztikus adatokat szolgdltaté in vitro vizsgdlatnak« szdmit, amely szirési és rangsoroldsi célokra
hasznalhaté. A vegyi anyagok szteroidogenezisre, kiilonosen a 17f-0sztradiol (E2) és a tesztoszteron (T) termelé-
sére gyakorolt hatdsainak sz(irésére szolgdld vizsgilat kifejlesztését és szabvanyositdsat egy tobb 1épésbdl all6
folyamat keretében végezték el. A H295R vizsgalatot optimalizaltdk és validaltak (2) (3) (4) (5).

2. A H295R szteroidogenezis-vizsgdlat célja olyan vegyi anyagok kimutatdsa, amelyek befolydsoljdk az E2
és a T termelését. A H295R-vizsgdlat azoknak a xenobiotikumoknak az azonositdsdra szolgdl, amelyek azokat az
endogén komponenseket célozzdk meg, amelyekbdl a koleszterintSl az E2 ésfvagy a T termeléséig tartd sejten
beliili biokémiai titvonal felépiil. A H295R-vizsgdlatnak nem célja azoknak a vegyi anyagoknak az azonositdsa,
amelyek a hipotalamusz-hipofizis-gondd (HPG) tengelyre gyakorolt hatdsuk révén befolydsoljik a szteroidogene-
zist. A vizsgélat célja, hogy IGEN/NEM vilaszt adjon egy vegyi anyag azon képessége tekintetében, hogy indukaélja
vagy géatolja-e a T és az E2 termelését; néhdny esetben azonban kvantitativ eredmények is nyerheték (ldsd az 53.
és az 54. bekezdést). A vizsgdlat eredményei a hormontermelésnek az oldészerkontrollokhoz (SC-k) képest vett
relativ valtozdsaként vannak kifejezve. A vizsgdlat célja nem az, hogy konkrét mechanisztikus informdcidkat
nyUjtson a vizsgdlt vegyi anyag és az endokrin rendszer kolcsonhatdsdrdl. A sejtvonal alkalmazasdval azonban
végeztek mdr kutatdsokat egyes enzimekre és koztes hormonokra, példdul a progeszteronra gyakorolt hatdsok
azonositdsira vonatkozdan is (2).

3. Az ebben a vizsgdlati médszerben haszndlt fogalmak és roviditések meghatdrozdsat a figgelék tartalmazza. Az
oldatok készitésére, a sejtek tenyésztésére és a vizsgalat kiilonboz8 aspektusainak végrehajtdsdra vonatkozd utasitd-
sokat tartalmazo részletes protokoll »A tesztoszteron- és az Osztradioltermelés moduldtorainak azonositdsdra szol-
gdlé H295R szteroidogenezis-vizsgélat t6bb laboratériumban végzett validdldsa« cimi OECD-dokumentum I-IIL
figgelékében taldlhato (4).

KIINDULASI MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

4. A szteroid nemi hormonok bioszintézisében 6t kilonboz8 enzim vesz részt, amelyek hat kiilonb6zd reakciot
katalizdlnak. A koleszterinnek a citokrém P450 (CYP) koleszterin-oldalldnc hasité enzim (CYP11A) dltal pregneno-
lonnd torténd enzimes dtalakitdsa alkotja az elsg 1épést a biokémiai reakcidk sordban, amelyek a szteroid végter-
mékek szintézisében csticsosodnak ki. A kovetkezd két reakcid sorrendjétdl fiiggGen a szteroidogenezis ttvonala
kétfelé dgazik: a A’-hidroxiszteroid titvonalra és a A*-ketoszteroid ttvonalra, amelyek az androsztendion termelé-
sében taldlkoznak ismét (1. dbra).

5. Az androsztendiont a 17f-hidroxiszteroid-dehidrogendz (17f-HSD) alakitja tesztoszteronnd (T). A tesztoszteron
egyszerre koztes és végs§ hormontermék. Himekben a T-t az 5a-reduktdz dihidrotesztoszteronnd (DHT) alakit-
hatja 4t, amely a sejtmembrdnokban, a sejtmagburokban és az androgén hatds célszoveteinek endoplazmatikus
retikulumaiban taldlhaté meg, példdul a prosztatdban és az ondéhdlyagban. A DHT lényegesen hatdsosabb
androgén, mint a T, és végtermék hormonnak is tekintik. A H295R-vizsgélat nem méri a DHT-t (ldsd a 10. bekez-

dést).

6. Az androgén vegyi anyagokat szteroidogén utvonalon osztrogén vegyi anyagokkd dtalakité enzim az aromatdz
(CYP19). A CYP19 a T-t 17p-osztradiolld (E2), az androsztendiont pedig osztronnd alakitja at. Az E2-t és
a T-t tartjdk a szteroidogén 1t végtermék hormonjainak.

7. A CYP17 lidz aktivitdsdnak a koztes szubsztratumokkal kapcsolatos specifikussdga kiilonbozik az egyes fajok
kozott. Emberben az enzim a AS-hidroxiszteroid reakci6ut szubsztratjait (pregnenolon), mig patkdnyban a A*-
ketoszteroid reakciduit szubsztrtjait (progeszteron) részesiti elényben (19). A CYP17 lidz aktivitdsinak ezen
killonbségei megmagyardzhatjdk a vegyi anyagokra adott valasz killonb6z4 fajok kozotti egyes eltéréseit, amelyek
megvéltoztatjdk az in vivo szteroidogenezist (6). A H295-sejtekr6l mar kimutattdk, hogy ezek tikrozik a
legjobban az emberi felndtt mellékvese enzimmiikodését és szteroidtermelési mintdjat (20), de az is ismert, hogy
az androgénszintézis A-hidroxiszteroid és a A*-ketoszteroid utvonaldnak enzimeit egyardnt megjelenitik (7) (11)
(13) (15).
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1. dbra

Szteroidképz§ iitvonal a H295R sejtekben

LYP1IA {YP17 {17
Koleszterin Pregnenolone » 17a-OH Pregnenolon

Progeszteron r Androsztendion \
P21 ove2i 17B-HSD | OP19

11 dezoxikortikoszteron = Dezoxikortizol Tesztoszteron  Osztron

Cypiie vpig
Kortikoszteron \ 17p-6sztradiol y
Aldoszteron
Megjegyzés:

Az enzimek délt, a hormonok félkovér betiivel vannak szedve, a nyilak pedig a szintézis irdnyat jelzik. Sziirke
héttér jelzi a kortikoszteroid utakat/termékeket. A nemi szteroid utak/termékek bekarikdzva lathatok. CYP =
citokrém P450; HSD = hidroxiszteroid-dehidrogendz; DHEA = dehidroepiandroszteron.

8. Az emberi H295R adrenocarcinoma-sejtvonal hasznos in vitro modell a szteroidhormon-szintézisre gyakorolt
hatdsok vizsgélatdban (2) (7) (8) (9) (10). A H295R-sejtvonal azokat a géneket fejezi ki, amelyek a szteroidogenezis
fentebb emlitett Osszes kulcsfontossdgti enzimét kodoljdk (11) (15) (1. dbra). Ez egyedildllé tulajdonsdg, mert
ezeknek a géneknek az in vivo expresszidja a szovettdl és a fejlGdési stadiumtdl fiigg, és jellemzGen egyik szovet
vagy fejl6dési szakasz sem fejezi ki a szteroidogenezisben részt vevs osszes gént (2). A H295R-sejtek a zéndsan
differencidlatlan humdn magzati mellékvese-sejtek fizioldgiai jellemzéivel rendelkeznek (11). A sejtek egy egyedii-
14116 in vitro rendszert képviselnek abban a tekintetben, hogy képesek eléllitani a felnStt mellékvesekéregben és az
ivarmirigyekben taldlhaté Osszes szteroid hormont, lehet6vé téve a kortikoszteroidok és a szteroid nemi
hormonok, mint példdul az androgének és az Gsztrogének szintézisére gyakorolt hatdsok vizsgalatdt egyarant, bar
a vizsgilat validdldsa csak a T és az E2 kimutatdsdra tortént meg. A vizsgdlati rendszer dltal rogzitett, a T- és az
E2-termelés moédosulasdnak formdjdban megnyilvinulé valtozdsok a vizsgdlt vegyi anyagok és a H295R-sejtek
altal kifejezett szteroidogén funkcidk kozotti kilonbozs kolesonhatdsok kovetkezményei lehetnek. Ezek kozé
tartozik a génexpresszid, a szintézis vagy a szteroid hormonok el6éllitdsaban, dtalakitdsdban vagy eliminaci6jaban
részt vevd enzimek funkcidjanak modulacidja (12) (13) (14). A hormontermelés gatlasa bekovetkezhet a reakcié-
ttban szerepl§ enzimhez valé kozvetlen kompetitiv kot6dés, a kofaktorokra — mint példdul az NADPH (nikoti-
namid-adenin-dinukleotid-foszfat) és a cAMP (ciklikus adenozin-monofoszfat) — gyakorolt hatds és/vagy a szteroid-
metabolizmus novekedése vagy a szteroidogenezis ttvonaldban szereplS bizonyos enzimek génexpresszidjanak
gatldsa révén. Mig a gatlds a hormontermelésben szerepet jatszé kozvetlen vagy kozvetett folyamatoknak egyardnt
a fuggvénye lehet, az indukcié tipikusan kozvetett jellegi, mint példdul a kofaktorok, mint a NADPH és a cAMP
befolyasoldsa (példaul a forskolin esetében), vagy a szteroidmetabolizmus csokkentése (13), illetve a szteroidogén
génexpresszié feljebb szabalyozasa.

9. A H295R-vizsgilatnak szdmos elénye van:

— egyarant lehetvé teszi a T- és E2-termelés novekedésének és csokkenésének kimutatdsat,

— lehetSséget biztosit a vegyi anyag sejtek életképességére gyakorolt lehetséges hatdsdnak, citotoxicitdsinak
kozvetlen értékelésére. Ez egy fontos tulajdonsdg, mivel lehet6vé teszi a citotoxicitds miatti hatdsok megkiilon-
boztetését a vegyi anyagok és a szteroidogén utak kozotti kozvetlen kolesonhatdsok alapjan fellépd hatdsoktdl,
ami nem lehetséges a tobb, killonbozd érzékenységii és funkci6ju sejttipusbdl dllé széveti explantdtum rend-
szerekben,
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— nem igényli allatok haszndlatat,
— a H295R sejtvonal a kereskedelemben kaphato.

10. A vizsgdlat alapvetd korldtai az aldbbiak:

— A vizsgilat metabolikus képessége nem ismert, de valdszintileg meglehetésen korldtozott, ezért azokat a vegyi
anyagokat, amelyeket metabolikusan aktivalni kell, a vizsgélati eljards valészintileg nem fogja érzékelni.

— A H295R a mellékvesébdl szarmazé szovetként rendelkezik a glitko- és mineralokortikoidok, illetve a nemi
hormonok termelésére képes enzimekkel is, ezért a glitko- és mineralokortikoidok termelésére kifejtett hatdsok
befolydsolhatjak a T-nek és az E2-nek a vizsgdlatban megfigyelhetd szintjét is.

— A vizsgédlat nem méri a DHT-t és ezért nem vérhat6, hogy kimutassa az 5a-reduktdz gitlé vegyi anyagokat,
amelyek esetében a Hershberger assay-t (16) lehet hasznélni.

— A H295R-vizsgdlat nem fogja érzékelni azokat a vegyi anyagokat, amelyek a hipotalamusz-hipofizis-gondd
tengely (HPG) befolyasoldsa révén zavarjak a szteroidogenezist, mivel azt csak ép dllatokban lehet vizsgalni.

A VIZSGALAT ELVE

11. A vizsgdlat célja a T- és E2-termelést befolydsol6 vegyi anyagok kimutatdsa. A T egytttal egy koztes termék is
az E2 eléillitdsdhoz vezet§ uton. A vizsgalat képes észlelni azokat a vegyi anyagokat, amelyek tipikusan gatoljdk
vagy indukéljdk a szteroidogenezis-titvonal enzimeit.

12. A vizsgdlatot rendszerint standard sejttenyésztési koriilmények kozott, 24-lyukii szovettenyésztd lemezeken
végezzik. Alternativaként egyéb lemezméreteket is lehet haszndlni a vizsgdlat elvégzésére, de a sejttelepités koriil-
ményeit és a kisérleti feltételeket megfelel6en maddositani kell a teljesitménykritériumoknak valé megfelelés érde-
kében.

13. A tobblyukd lemezen tortént 24 6rds akklimatizdcids idszak utdn a sejteket 48 6rdn keresztiil a vizsgélt vegyi
anyag hét koncentraci6jnak tessziik ki legaldbb harom példanyban. Negativ és pozitiv kontrollként oldészert, egy
ismert hormoninhibitort és egy hormontermelést indukdlé anyagot futtatunk rogzitett koncentraciéban. Az expo-
zici6s id6 végén minden lyukbdl eltdvolitjuk a tdptalajt. Az egyes lyukakban 1év6 sejtek életképességét a tdptalaj
eltdvolitdsa utdn azonnal elemezzik. Kiilonboz6 médszerekkel lehet mérni a hormonok koncentracidjit a tdpta-
lajban, beleértve a kereskedelmi forgalomban kaphat6 hormonméré készleteket ésjvagy a miiszeres technikdkat,
mint példdul a folyadékkromatografia-tomegspektrometriat (LC-MS). Az adatokat az olddszer kontrollhoz és a
megfigyelhet6 hatdst okoz6 legalacsonyabb koncentricidhoz (LOEC) viszonyitott valahdnyszoros véltozdsban
fejezzitk ki. Ha a vizsgdlat eredménye negativ, a legnagyobb vizsgalt koncentrdciét megfigyelhet6 hatdst nem
okozé koncentricidként (NOEC) jegyzSkonyvezzitk. A vegyi anyag szteroidogenezist befolydsolé képességére
vonatkozé kovetkeztetést legaldbb két fuggetlen tesztre kell alapozni. Az elsé teszt dozisbehatdrolé vizsgdlatként
funkciondlhat, adott esetben a 2. és 3. vizsgalat koncentracidinak kiigazitdsaval, ha oldhatdsdgi vagy citotoxicitdsi
problémak lépnek fel, vagy ha a vegyi anyag aktivitdsa a vizsgédlt koncentriciétartomany végén helyezkedik el.

SEJTKULTURA ELJARAS

Sejtvonal

14. Az NCI-H295R sejteket az Amerikai Tipusit Sejtkultira-GytGjteménytSl (American Type Kultdra Collec-
tions — ATCC) anyagétadasi szerz6dés (Material Transfer Agreement — MTA) aldirdsaval lehet megvésarolni (').

Bevezetés

15.  Mivel az E2-termel§ kapacitds a sejtek életkordnak/passzdldsok szdmdnak novekedésével vdltozik (2), a sejteket
hasznalat el6tt egy adott protokoll szerint kell tenyészteni, és fel kell jegyezni a sejtek kiolvasztdsa 6ta tortént
passzaldsok szdmadt, valamint annak az passzdldsnak a sorszdmadt is, amelyen a sejteket lefagyasztottuk és folyé-
kony nitrogén tarol6ba helyeztitk. Az els§ szdm a passzdldsok szdmat jelzi, a mdsodik szdm pedig leirja annak a
passzdldsnak a szdmdt, amelyen a sejteket lefagyasztottuk és betdroltuk. Példdul, azokat a sejteket, amelyeket az
otodik passzalds utdn fagyasztottunk le, majd felolvasztottunk, és ismételt tenyésztést kovetGen hdromszor felo-
sztottunk (4 passzélds, a frissen felolvasztott sejteket 1. passzdldsnak tekintve), 4.5 passzdldsként cimkéznénk fel.
A szamozasi rendszer egy példdjat a validdlasi jelentés 1. fiiggeléke szemlélteti (4).

16. A kiegészitett és fagyasztd taptalajok alapjaként alapkozeget haszndlunk. A kiegészitett tdptalaj a sejttenyésztés
sziikséges eleme. A fagyaszt6 taptalajt kifejezetten gy tervezték meg, hogy lehet6vé tegye a sejtek hatdsmentes

(') ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, USA, [http:/[www.lgcstandards-atcc.org/].
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lefagyasztdsat a hosszi tavil tdrolds céljdra. Haszndlat el6tt a Nu-szérumot (vagy az olyan osszehasonlithaté tulaj-
donsagokkal rendelkez$ szérumot, amelyrdl kimutattdk, hogy a vizsgélati teljesitményre és mingség-ellendrzésre
(QQC) vonatkozé kovetelményeknek megfelel6 adatokat produkdl) — amely a kiegészitett tdptalajok alkot6ré-
sze — analizdlni kell a hattér T- és E2-koncentrdci6 szempontjdbdl. Az oldatok el6készitését a validaldsi jelentés II.
tuggeléke irja le (4).

17. Az eredeti ATCC-tételbdl szdrmazé H29 5R-sejttenyészet megkezdését kovetGen a sejteket ot passzaldson keresztiil
kell tenyészteni (azaz a sejteket 4-szer kell felosztani). Az 6todik passzdzs sejtjeit ezutan folyékony nitrogénben
lefagyasztjuk tdrolds céljdbol. A sejtek lefagyasztdsa el6tt a negyedik passzazs sejtjeib8l vett mintdt lefuttatjuk
egy QC-lemezen (lisd a 36. és 37. bekezdést) annak ellendrzése céljabol, hogy a hormonok termelGdése és a
pozitiv kontroll vegyi anyagokra adott vilasz megfelel-e a vizsgdlat mindségbiztositasi kritériumainak, amelyeket
az 5. tdblazat tartalmaz.

18. A H295R-sejteket tenyészteni kell, le kell fagyasztani és folyékony nitrogénben kell térolni annak érdekében, hogy
folyamatosan rendelkezésre dlljanak megfeleld passzdldsi/kor sejtek a tenyésztés és a haszndlat céljdra. Egy j (1)
vagy fagyasztott (}) sejttétel tenyésztésbe vétele utdni passzdldsok maximdlis szdma, amely még elfogadhat6 a
H295R-vizsgilatban val6 haszndlatra, nem haladhatja meg a 10-et. Példdul az 5. passzdzsban lefagyasztott tételbdl
szdrmazé sejtkultirdk passzdldsainak elfogadhaté szdma 4.5-10.5 lenne. Az ezekbdl a fagyasztott tételekbdl indult
sejtek esetében a 19. bekezdésben leirt eljardst kell kovetni. Ezeket a sejteket legaldbb négy (4) tovabbi passzéldson
at kell tenyészteni (passzdzs-szdm 4,5) a tesztelésben valé haszndlatot megel6z8en.

Sejtek inditdsa fagyasztott dllomanybol

19. A sejtek fagyasztott dllomdnybdl torténd inditdsdra vonatkozé eljdrdst kell alkalmazni, amikor egy 4j sejttételt
tenyésztés és tesztelés céljabol kiemeliink a folyékony nitrogén tartdlybdl. Ennek az eljdrdsnak a részleteit a validé-
lasi jelentés IIL. fiiggeléke tartalmazza (4). A sejteket eltdvolitjuk a folyékony nitrogén tartdlybél, gyorsan felo-
Ivasztjuk, kiegészitett taptalajban egy centrifugacsdbe helyezziik, szobahdmérsékleten centrifugaljuk, djraszuszpen-
ddljuk a kiegészitett tdptalajban, majd atvisszitk egy sejttenyésztd edénybe. A taptalajt a kovetkez8 napon le kell
cserélni. A H295R-sejteket 37 °C-on inkubdtorban tenyésztjitk 5 % CO,-t tartalmazé levegé atmoszféraban, és a
taptalajt hetente 2-3 alkalommal meggjitjuk. Amikor a sejtkultira koriilbelil 85-90 %-ban egybefolyik, akkor
meg kell osztani. A sejtek megosztdsdra azért van szitkség, hogy biztositsuk a sejtek egészségét és novekedését, és
hogy fenntartsuk a sejtkultdrat a bioldgiai tesztek elvégzésére. A sejteket haromszor atoblitjitk foszfattal pufferelt
séoldattal (PBS, Ca2* Mg?* nélkill), és felszabaditjuk a sejttenyészt6 edénybdl egy megfelel§ levdlasztd enzim,
példdul tripszin PBS-ben (Ca2* Mg?* nélkiil) valé hozzdaddsaval. Kozvetleniil azutdn, hogy a sejtek levdlnak a sejtte-
nyészt$ edényrdl, az enzimes eljarast le kell dllitani Gigy, hogy kiegészitett tdptalajt adunk hozzd a kultirdhoz az
enzimes kezeléshez haszndlt térfogat haromszoros mennyiségében. A sejteket behelyezziik egy centrifugacsébe,
szobahémérsékleten centrifugdljuk, a feliluszét elontjitk, és a sejtpelletet Gjraszuszpendéljuk kiegészitett tdpta-
lajban. Megfelel6 mennyiség( sejtoldatot dthelyeziink az 1j sejttenyészt§ edénybe. A sejtoldat mennyiségét gy kell
bedllitani, hogy a sejtek 5-7 napon beliil sszefolyjanak. Az ajanlott masodlagos tenyésztési ardny 1:3-1:4. A
lemezt gondosan fel kell cimkézni. A sejtek most mdr készen allnak a vizsgdlatban valé felhasznéldsra és a feles-
leges sejteket le kell fagyasztani folyékony nitrogénben a 20. bekezdésben leirtak szerint.

A H295R-sejtek lefagyasztisa (a sejtek elGkészitése a folyékony nitrogénben valo tiroldsra)

20. A H295R-sejtek fagyasztdsra torténd el6készitése érdekében a sejtek felosztdsdra vonatkozé fentiekben leirt eljdrdst
kell kovetni a sejtpelletnek a centrifugacsd aljan torténd djraszuszpendaldsdig. Itt a sejtpelletet a fagyasztd tdpta-
lajban kell Gjraszuszpendilni. Az oldatot atvisszitk egy megfelel6en felcimkézett kriogén fioldba, és — 80 °C
hémérsékleten 24 O6rdan keresztill fagyasztjuk, majd a kriogén fiolat folyékony nitrogénbe helyezziik tarolds
céljabol. Ennek az eljdrdsnak a részleteit a validaldsi jelentés IIL fiiggeléke tartalmazza (4).

A sejtek lemezre iiltetése és elGzetes inkubdldsa tesztelés céljabol

21. Az, hogy a 19. bekezdésben korvonalazott médon elSkészitett 24-lyukd lemezekbdl mennyire lesz sziikség, a
vizsgdlandé vegyi anyagok szdmadtdl és a tenyesztoedenyekben 1év§ sejtek konfluencidjatdl fugg Altaldnos szabaly,
hogy a 80-90 %-ban osszefolyé sejtek egy sejttenyésztS edénye (75 cm?) elegendS mennyiségl sejtet szolgaltat
1,5 (24-lyukd) lemezhez 200 000-300 000 sejt/ml taptalaj célstirtiség mellett, aminek eredményeként korii-
Ibeliil 50-60 %-os Gsszefolyds érhetd el a lyukakban 24 6ra alatt (2. dbra). Altaldban ez az optimalis sejtstirtiség a
hormontermeléshez a vizsgalatban. Nagyobb stirtiség esetén a T- és E2-termelési mintdk megvaltoznak. A vizsgalat
els@ alkalommal torténd elvégzése el6tt ajanlott tesztelni a 200 000 és 300 000 sejt/ml kozotti killonbozd iltetési
stiriségeket, és a lyukakban 24 6ra alatt 50-60 %-os Osszefolydst eredményezd stirtiséget kell kivalasztani a
tovabbi kisérletekhez.

(") Az »j tétel« kifejezés az ATCC-t6] kapott friss sejttételt jelenti.
() A fagyasztott tétel« kifejezés olyan sejteket jelent, amelyeket mér kordbban tenyésztettek és lefagyasztottak egy ATCC-t6l eltérg laboraté-
riumban.
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2. dbra

N

24-lyukd tenyésztSlemezen 24 6ra utin 50 %-os iiltetési siiriiségli H295R-sejtek mikrofotogramja a lyuk
szélén (A) és kozepén (B)

22. A téptalajt lepipettdzzuk a sejttenyésztd edénybdl, és a sejteket 3-szor 4toblitjitk steril PBS-sel (Ca2* Mg2* nélkiil).
Enzimoldatot (PBS-ben) adunk hozzd, amely elvdlasztja a sejteket a sejttenyészt§ edénytSl. A sejtek levédldsira
biztositott megfelel§ id6 utdn az enzimes eljarast le kell dllitani gy, hogy kiegészitett tdptalajt adunk hozzd a
kultiirdhoz az enzimes kezeléshez haszndlt térfogat hiromszoros mennyiségében. A sejteket behelyezziik egy cent-
rifugacsébe, szobahdmérsékleten centrifugdljuk, a feliiliszot elontjiik, és a sejtpelletet kiegészitett tdptalajban tjra-
szuszpendéljuk. A sejtstirtiséget példdul hemocitométerrel vagy sejtszamldléval kiszdmitjuk. A sejtoldatot fel kell
higitani a kivant iiltetési strtiségre és alaposan ossze kell keverni a homogén sejtstirtiség biztositdsa érdekében. A
sejteket 1 ml sejtoldat/lyuk mennyiségben kell iiltetni, illetve a lemezeket és lyukakat fel kell cimkézni. A beoltott
lemezeket 37 °C-on 5 % CO,-t tartalmazd levegd atmoszféraban 24 6rdn 4t inkubdljuk, hogy lehet6vé tegyiik a
sejteknek a lyukakban valé megtapaddsit.

MINOSEG-ELLENORZESI KOVETELMENYEK

23.  Rendkivill fontos, hogy az adagolds sordn az oldatokbdl és mintdkbol pontos mennyiségeket helyezziink el a
lyukakban, mivel ezek a térfogatok hatdrozzdk meg azokat a koncentrdciokat, amelyeket a vizsgdlat eredmé-
nyeinek szdmitdsa sordn haszndlunk.

24. A sejtkultira megkezdése és barmely azt kovet§ vizsgdlat eldtt minden laboratériumnak bizonyitania kell a
hormonmérési rendszerének érzékenységét (29-31. bekezdés).

25. Ha ellenanyag-alapi hormonmérési vizsgdlatokat terveziink haszndlni, a vizsgdlandé vegyi anyagokat a vizsgalat
megkezdése el6tt meg kell vizsgdlni, hogy zavarjik-e a 32. bekezdésben korvonalazott, a T és E2 szdmszertisité-
sére hasznalt mérési rendszert.
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26. A vizsgélathoz ajdnlott oldészer a DMSO. Ha alternativ olddszert alkalmazunk, akkor a kovetkezdket kell megha-
tdrozni:

— a vizsgélt vegyi anyag, a forskolin és a proklordz oldhatésdga az oldészerben, valamint
— citotoxicitds az olddszer koncentricidjanak fiiggvényében.

Ajanlott, hogy a maximalisan megengedhetd oldészer-koncentracié ne haladja meg az olddszer legkevésbé citoto-
xikus koncentrici6janak 10-szeres higitdsat.

27.  Avizsgélat el6szor torténd elvégzése el6tt a laboratériumnak el kell végeznie a 33-35. bekezdésben leirt mindsitd
kisérletet annak igazoldsdra, hogy a laboratérium képes fenntartani és elddllitani a kémiai vizsgdlatokhoz sziik-
séges megfeleld sejtkultirdt és kisérleti koriilményeket.

28.  Ha 4j sejttétellel kivanunk elinditani egy tesztelést, az Gj tétel haszndlata el6tt le kell futtatni egy kontroll lemezt a
sejtek teljesitményének értékelése céljdbol a 36. és 37. bekezdésben leirtak szerint.

A hormonméré rendszer teljesitménye

A médszer érzékenysége, pontossdga, precizitdsa és keresztreaktivitds a mintamdtrixszal

29.  Minden laboratérium az dltala kivalasztott hormonmérési rendszert hasznalhatja a H295R-sejtek T- és E2-termelé-
sének elemzéséhez, amig az megfelel a teljesitménykritériumoknak, beleértve a meghatdrozdsi hatirt (LOQ) is.
Névlegesen ez 100 pg/ml a T és 10 pg/ml az E2 esetében, amelyek a validaldsi vizsgdlatokban megfigyelt bazdlis
hormonszinteken alapulnak. Azonban magasabb vagy alacsonyabb szintek is megfelelGek lehetnek attdl fiigg6en,
hogy a vizsgélatot végzg laboratérium milyen bazélis hormonszintet ért el. A QC-lemezek és a tesztek futtatd-
sdnak megkezdése el6tt a laboratériumnak belsé hormon kontrollal kezelt kiegészitett tdptalajok elemzésével bizo-
nyitania kell, hogy a haszndlandé hormonvizsgalat kell§ pontossaggal és precizitdssal tudja mérni a hormonkon-
centraciokat a kiegészitett taptalajban ahhoz, hogy megfeleljen az 1. és 5. tabldzatban meghatdrozott QC-kritéri-
umoknak. A kiegészitett tdptalajba az egyes hormonoknak legaldbb hdrom koncentricidjit kell bevinni
(pl. 100, 500 és 2 500 pg/ml T, 10, 50 és 250 pg/ml E2; vagy a vélasztott hormonmérési rendszer kimutatdsi
hatdrain alapulé legalacsonyabb koncentrdcié haszndlhaté a T és E2 legalacsonyabb koncentréci6jaként) és anali-
zdlni. A nem extrahdlt mintdk mért hormonkoncentracidinak a névleges koncentraciékhoz képest 30 %-on beliil
kell lennie, és az azonos minta ismételt mérései kozotti varidcié nem haladhatja meg a 25 %-ot (tovabbi QC-krité-
riumokért 1dsd még a 8. tdbldzatot). Ezeknek a QC-kritériumoknak a teljesiilése esetén azt feltételezziik, hogy a
kivélasztott hormonmérési vizsgdlat kell6képpen pontos, preciz, és nem ad olyan keresztreakciét a tdptalaj
komponenseivel (mintamdtrix), hogy az jelentSsen befolydsolnd a vizsgdlat eredményét. Ebben az esetben nincs
szitkség a mintdk hormonmérés el6tti extrakci6jara.

30. Abban az esetben, ha az 1. és 8. tabldzatban foglalt QC-kritériumok nem teljesiilnek, az jelentds matrixhatdsra
utalhat, és a kisérletet extrahdlt kezelt tdptalajjal kell elvégezni. A extrakcids eljards egy példdjat a validaldsi
jelentés II. fuggeléke szemlélteti (4). A hormonkoncentracié méréseit az extrahdlt mintdkon harom példanyban kell
elvégezni. (') Ha kimutathatd, hogy a tdptalaj komponensei az extrahdlds utdn nem zavarjdk a hormonkimutatdsi
modszert a QC-kritériumokban meghatirozottak szerint, minden tovdbbi kisérleteket extrahdlt mintdk felhasznd-
ldsdval kell elvégezni. Ha az extrahalds utdn a QC-kritériumok nem teljesiilnek, a felhaszndlt hormonméré rend-
szer nem alkalmas a H295R szteroidogenezis vizsgalat céljdra, és alternativ hormonkimutatasi médszert kell hasz-
nalni.

Standard gorbe

31. Az olddszer kontrollok (SC-k) hormonkoncentracidjanak a standard gorbe linedris részén belil kell lennie. A lege-
18nyosebb az, ha az SC-értékek kozel esnek a linedris rész kozepéhez annak érdekében, hogy a hormonszintézis
indukcibja és inhibicidja mérhetd legyen. A tdptalajok (vagy extraktok) mérend§ higitdsait ennek megfelelGen kell
kivélasztani. A linedris kapcsolatot megfeleld statisztikai megkozelités segitségével kell meghatérozni.

Kémiai interferencia teszt

32.  Ha ellenanyag-alapu vizsgdlatokat, példdul enzimkotott immunoszorbens vizsgélatot (ELISA) és radioimmun vizs-
gélatot (RIA) fognak a hormonok mérésére hasznalni, a vegyi anyagok tényleges tesztelésének megkezdése el6tt a
vegyi anyagok mindegyikét meg kell vizsgdlni a haszndlni tervezett hormonmérési rendszerrel vald lehetséges
interferencia tekintetében (validdlasi jelentés III. fiiggeléke (4)), mert néhdny vegyi anyag zavarhatja ezeket a vizsgé-
latokat (17). Ha a hormonanalizis a T és/vagy E2 bazdlis hormontermelés > 20 %-dnak megfelel§ interferencia

(") Megjegyzés: Ha extrakciora van szitkség, minden kivonattal hdrom parhuzamos mérést végziink. Minden mintét csak egyszer extra-

hélunk.
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el6forduldsdt mutatja ki, le kell futtatni egy kémiai hormonvizsgélati interferencia tesztet (példdul a validaldsi
jelentés (4) III. fuggelékének 5.0. fejezetében leirt tesztet) a vizsgdlt vegyi anyag torzsoldatinak osszes higitdsdn
annak a kiiszobddzisnak a meghatdrozdsdra, amely mellett jelentSs (> 20 %) interferencia 1ép fel. Ha az interfe-
rencia kisebb mint 30 %, az eredményeket korrigdlni lehet az interferencidval. Ha az interferencia megha-
ladja a 30 %-ot, az adatok érvénytelenek, és az adott koncentracié adatait el kell vetni. Ha egy vizsgalt vegyi anyag
tobb mint egy nem citotoxikus koncentrdcié mellett is jelentSs interferencidt mutat a hormonmérési rendszerrel,
madsik hormonmérési rendszert kell haszndlni. A szennyezd vegyi anyagok dltal kivaltott interferencia elkeriilése
érdekében ajanlott, hogy a hormonokat alkalmas oldészerrel extrahdljuk a tdptalajbél, a lehetséges médszerek
megtaldlhatok validalsi jelentésben (4).

1. tdbldzat

A hormonmérd rendszer teljesitménykritériumai

Paraméter Kritérium

A mérési mddszer érzékenysége Meghatdrozasi hatdr (LOQ)
T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml ()

A hormonextrakci6 hatékonysdga A bevitt hormonmennyiség dtlagos visszanyerési ardnya (a hirom mérés
(kizrolag akkor, ha extrakci6ra van alapjdn) nem térhet el t6bb mint 30 %-ban a bevitt mennyiségtél.
sziikség)

Kémiai interferencia (kizdrdlag az anti- | Nem fordul el§ jelentds (az adott hormon bazélis hormontermelése
test-alapt rendszerek esetében) > 30 %-dnak megfelel8) keresztreaktivitds a sejtek dltal termelt semelyik
hormonnal () (<)

() Megjegyzés: A médszer mérési hatdrértékei az 5. tdbldzatban megadott bazélis hormontermelési értékeken alapulnak és telje-
sitményalaptak. Ha magasabb bazdlis hormontermelést lehet elérni, akkor a hatdrérték is nagyobb lehet.

(®) Egyes T- és E2-antitestek nagyobb szdzalékban is keresztreakciéba léphetnek az androsztendionnal és az 6sztronnal. Illyen
esetekben nem lehet pontosan meghatdrozni a 17f-HSD-re gyakorolt hatdsokat. Az adatok azonban tovdbbra is hasznos
informacidt nytjthatnak az sztrogén- vagy androgéntermelésre gyakorolt hatdsokrdl dltaldban. Ilyen esetekben az adatokat
androgén/0sztrogén valaszban kell kifejezni E2 és T helyett.

(9 Ezek a kovetkezdk: koleszterin, pregnenolon, progeszteron, 11-dezoxikortikoszteron, kortikoszteron, aldoszteron, 17a-preg-
nenolon, 17a-progeszteron, dezoxikortizol, kortizol, DHEA, androsztendion, 6sztron.

Laboratériumi jartassagi teszt

33. Ismeretlen vegyi anyagok vizsgilata elStt a laboratériumnak egy laboratériumi jartassdgi teszt lefuttatdsdval kell
demonstralnia, hogy képes elGéllitani és fenntartani a megfeleld sejtkultirdt és a vizsgélat sikeres lebonyolitdsdhoz
sziikséges vizsgalati korilményeket. Mivel egy vizsgalat végrehajtdsa kozvetlenil oOsszefiigg a vizsgdlatot végzd
laboratériumi személyzettel, ezeket az eljardsokat részlegesen meg kell ismételni, ha véltozas kovetkezik be a labo-
ratériumi személyzetben.

34.  Ezt a jartassdgi tesztet a 38—40. bekezdésben felsoroltakkal megegyezd feltételek mellett kell elvégezni, a sejteket
erGs, kozepes és gyenge induktorok és inhibitorok 7 névekvd koncentricidjdnak, valamint egy negativ vegyi
anyagnak kitéve (lasd a 2. tdbldzatot). Pontosabban, a vizsgdland6 vegyi anyagok kozé tartozik az erds induktor
forskolin (CAS-szdm: 66575-29-9), az er@s inhibitor proklordz (CAS-szdm: 67747-09-5), a mérsékelt induktor
atrazin (CAS-szdm: 1912-24-9), a kozepes inhibitor aminoglutetimid (CAS-szdm: 125-84-8), a gyenge induktor
(E2-termelés) és gyenge inhibitor (T-termelés) biszfenol-A (CAS-szdm: 80-05-7), és a negativ vegyi anyag humdn
chorion-gonadotropin (HCG) (CAS-szdm: 9002-61-3), amint azt a 2. tdbldzat mutatja. Kiilon lemezeket futtatunk
az egyes vegyi anyagokra a 6. tabldzatban bemutatott sémanak megfelel6en. A napi futtatdsokba is be kell illesz-
teni egy QC-lemezt (4. tabldzat, 36-37. bekezdés) a jartassdgi tesztanyagok részére.

2. tdbldzat

Jartassdgi tesztanyagok és expoziciés koncentricidk

Jartassagi tesztanyag Vizsgilati koncentraciok [pM]

Prokloriz 0@,0,01,0,03,01,0,3,1, 3,10

Forskolin 0, 0,03,0,1,0,3, 1, 3,10, 30
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35.

36.

37.

Jartassagi tesztanyag Vizsgdlati koncentracidk [pM]

Atrazin 0@®,003,01,1, 3,10, 30, 100

Aminoglutetimid 0, 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100

Biszfenol-A 0, 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100

HCG 0@®,0,03,01,1, 3,10, 30, 100

(%) Oldoészer (DMSO) kontroll (0), 1 pl DMSO/lyuk

A H295R jartassdgi tesztanyagoknak val6 expozicijat 24-lyukd lemezen kell elvégezni a laboratériumi jdrtassagi
teszt soran. Az adagolds pM-ban van megadva a vizsgdlt vegyi anyagok valamennyi dézisa esetében. A dézisokat
DMSO-hoz kell hozzdadni 0,1 térfogatszazalék ardnyban lyukanként. Az Osszes tesztkoncentraciot hdrom lyukban
kell vizsgalni (6. tdblazat). Az egyes vegyi anyaghoz kiilon lemezeket kell futtatni. Minden napi futtatisba
egy QC-lemezt is be kell illeszteni.

A sejtek életképességének és a hormonoknak az elemzését a 42-46. bekezdésben el6irtak szerint kell elvégezni. A
kiiszobértéket (megfigyelhetd hatdst okozd legalacsonyabb koncentracié, LOEC) és a besoroldsra vonatkozé
dontést jegyz8konyvezni kell, és Ossze kell hasonlitani a 3. tdbldzatban szerepl$ értékekkel. Az adatok elfoga-
dhaténak tekinthetdk, ha megfelelnek a 3. tablazatban foglalt LOEC-értékeknek és besoroldsi dontésnek.

3. tdbldzat

A jirtassagi tesztanyagok kiiszobértékei (LOEC) és besoroldsi dontései

2014.8.21.

LOEC [pM] Besoroldsi dontés
CAS-szdm
T E2 T E2
Prokloraz 67747-09-5 <0,1 <10 + (3)(Indukciod) + (Inhibici)
Forskolin 66575-29-9 <10 <0, + (Indukcid) + (Indukcio)
Atrazin 1912-24-9 <100 <10 + (Indukcid) + (Indukcid)
Aminoglutetimid 125-84-8 <100 < 100 + (Inhibicid) + (Inhibicio)
Biszfenol-A 80-05-7 <10 <10 + (Inhibici6) + (Indukcid)
HCG 9002-61-3 nfa nfa Negativ Negativ

() +, pozitiv

nfa: nem alkalmazhatd, mivel a negativ kontroll nem citotoxikus koncentracidjdnak valé expozicié utdn nem torténhet valtozds.

Mingség-ellenérzési lemez

A mindség-ellendrzési (QC) lemezt a H295R-sejtek standard tenyésztési koriilmények kozotti teljesitményének el-
len6rzésére, valamint az old6szeres kontrollokban, a pozitiv és negativ kontrollokban mért hormonkoncentraciok,
valamint az egyéb QC-mérések torténeti adatbdzisinak létrehozdsara haszndljuk.

— A H295R-sejtek teljesitményét QC-lemez haszndlatdval kell értékelni minden egyes j ATCC tétel esetében
vagy ha egy kordbban lefagyasztott sejtillomdnyt els§ alkalommal haszndlunk, kivéve, ha a laboratérium
jartassagi tesztjét (32-34. bekezdés) ezzel a sejttétellel futtattuk le.

— A QC-emez teljes értékelést ad a vizsgdlati feltételekrsl (pl. a sejtek életképessége, olddszeres kontrollok,
negativ és pozitiv kontrollok, valamint intra- és inter-assay variabilitds) a vegyi anyagok vizsgdlata sordn, és
azt minden tesztfuttatasba be kell épiteni.

A QC-vizsgdlatra 24-lyukd lemezen keriil sor, és ugyanazokat az inkubécids, adagoldsi, sejt életképességi/citotoxi-
citdsi, hormonextrakciés és hormonelemzési eljdrdsokat koveti, mint amelyeket a 38-46. bekezdés a vegyi
anyagok tesztelésére leir. A QC-lemez vakprdbdkat, oldészeres kontrollokat, egy ismert induktor két koncentraci-

sz

(proklordz, 0,1 é 1 pM) is tartalmazza. Ezen tdlmenden pozitiv kontrollként MeOH-t haszndlunk
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kivélasztott lyukakban az életképességi/citotoxicitdsi vizsgdlatban. A lemezelrendezés részletes leirdsa a 4. tabld-
zatban taldlhat6. A QC-lemezen teljesitendd kritériumokat az 5. tdbldzat tartalmazza. A T és az E2 minimadlis
bazdlis hormon termelését mind az olddszer kontrollban, mind a vakprébdkban teljesiteni kell.

4. tdbldzat

A mindség-ellendrzési lemez elrendezése a nem kezelt és az E2- és T-termelés ismert gitléinak (PRO =
prokloriz) és stimuldnsainak (FOR = forskolin) kitett H295R-sejtek teljesitményének vizsgilatihoz. Az
expozicios kisérlet befejezése és a tdptalaj eltdvolitisa utin 70 %-os metanol oldatot adunk hozzi minden
MeOH-lyukhoz, hogy pozitiv kontrollként szolgiljanak a citotoxicitdsi vizsgilat sordn (a citotoxicitdsi
vizsgilatot ldsd a validdldsi jelentés Il fiiggelékben (4))

1 2 3 4 5 6
A | Vakpréba (?) Vakpréba (?) Vakpréba (2) Vakproéba (2) Vakproéba (?) Vakpréba (¢
(+ MeOH) (°) (+ MeOH) (°) (+ MeOH) (°)
B DMSO (9 DMSO (9 DMSO (9 DMSO (9 DMSO (9 DMSO (9
1l 1l 1pl 1ul 1l 1l
(+ MeOH) (°) (+ MeOH) (°) (+ MeOH) (?)
C FOR 1 yM FOR 1 pM FOR 1 yM FOR 0,1 M FOR 0,1 yM FOR 0,1 uM
D FOR 10 pM FOR 10 pM FOR 10 pM FOR 1 pM FOR 1 pM FOR 1 pM

(%) A vakprébdk sejtjeihez csak taptalajt adunk (azaz nincs olddszer).
() A metanolt (MeOH) az expozicié megsziintetése és a tdptalajnak ezekbdl a lyukakbdl tortént eltdvolitdsa utdn adjuk hozza.
(9 DMSO oldészeres kontroll (1 pl/lyuk).

5. tdbldzat

A mindség-ellenGrzési lemez teljesitménykritériumai

T E2

A hormon bazilis termel6dése az olddszeres kont- Az LOQ 2 5-sz0rdse Az LOQ = 2,5-sz0r0se

rollban (SC)

Indukci6 (10 uM forskolin) Az SC 2 1,5-sz0rose Az SC 2 7,5-sz0rose

Inhibicié (1pM proklordz) Az SC < 0,5-sz0r0se Az SC < 0,5-sz0r0se

VEGYIANYAG-EXPOZICIOS ELJARAS

38. Az elSinkubdlt sejteket eltdvolitjuk az inkubdtorbdl (21. bekezdés) és az adagoldst megel6zen mikroszkép alatt
ellendrizziik, hogy j6 dllapotban vannak-e (tapadds, morfolégia).

39. A sejteket bioldgiai biztonsdgi fillkében helyezziik el, a kiegészitett tdptalajt eltavolitjuk és 4j kiegészitett tdptalajjal
véltjuk fel (1 ml/lyuk). Ehhez a vizsgdlati mddszerhez old6szerként lehet§leg DMSO-t kell alkalmazni. Ha azonban
mds olddszer hasznédlata indokolt, azt tudomdnyos érvekkel kell aldtdimasztani. A sejteket a vizsgdlt vegyi
anyagnak ugy tesszitk ki, hogy 1 ml kiegészitett tdptalajhoz (lyuk térfogata) hozzdadjuk a DMSO-ban feloldott

217 s -
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40.

41.

42.

koncentracidja a lyukakban 0,1 % lesz. A megfelel6 elkeveredéshez dltaldban el6nyos, ha a vizsgdlt vegyi anyag
DMSO-ban feloldott megfelel§ torzsoldatdt osszekeverjitk a kiegészitett taptalajjal, hogy megkapjuk minden egyes
dézis kivant végsé koncentracidjat, és a keveréket kozvetlenill a régi tdptalaj eltdvolitdsa utdn hozzdadjuk az egyes
lyukakhoz. Ha ezt az opci6t haszndljuk, a DMSO koncentraci6ja (0,1 %) konzisztens marad az 6sszes lyukban. A
két legnagyobb koncentrdciot tartalmazé lyukat sztereomikroszkép segitségével vizudlisan értékeljiik csapadékok
képz8dése vagy a zavarossag jelei szempontjabdl, amelyek a vizsgdlt vegyi anyag nem komplett oldhatésdgara
utalnak. Ha ilyen koriilmények (elfelhGsodés, csapadék képzSdése) figyelhetSk meg, a kovetkezd kisebb koncentrd-
ciot tartalmazé lyukakat is megvizsgdljuk (és igy tovabb), és azokat a koncentricidkat, amelyek nem teljesen
mennek oldatba, ki kell zdrni a tovabbi értékelésbdl és elemzésbdl. A lemezt visszahelyezziikk az inkubdatorba,
ahol 37 °C-on 5 % CO,-t tartalmazé leveg8 atmoszférdban 48 6rdn keresztiil inkubdljuk. A vizsgdlt vegyi anyag
lemez elrendezését a 6. tdbldzat mutatja. Az 1-7. torzsoldatok a vizsgdlt vegyi anyag novekvd dozisainak elhelye-
zését mutatjak.

6. tdbldzat

Adagolisi séma a H295R-sejtek vizsgdlt vegyi anyaggal val6 expoziciéjdhoz 24-lyuki lemezen

2014.8.21.

1

2

3

4

5

6

DMSO

DMSO

DMSO

4. torzsoldat

4. torzsoldat

4. torzsoldat

1. torzsoldat

1. torzsoldat

1. térzsoldat

5. torzsoldat

5. torzsoldat

5. torzsoldat

2. torzsoldat

2. térzsoldat

2. torzsoldat

6. torzsoldat

6. torzsoldat

6. torzsoldat

3. torzsoldat

3. torzsoldat

3. torzsoldat

7. torzsoldat

7. torzsoldat

7. torzsoldat

48 ora elteltével az expozicids lemezeket eltivolitjuk az inkubatorbdl, és mikroszkép alatt minden lyukban ellen-
Grizziik a sejtek allapotat (tapadds, morfoldgia, dsszefolyds foka) és a citotoxicitds jeleit. Minden egyes lyuk tapta-
lajat két egyenlé mennyiség(i részre osztjuk (egyenként kortlbeliil 490 pl), és dtvisszitk két megfelelGen jelolt
fioldba (azaz lyukanként egy alikvot tartalék mintaként szolgdl). A sejtek kiszdraddsinak megakadélyozdsa érde-
kében egy id8ben egy sorbdl vagy oszlopbdl tavolitjuk el a taptalajt, és helyére a sejtéletképességiftoxicitdsi vizsga-
lathoz sziikséges taptalajt toltjiik be. Ha a sejtéletképességet/citotoxicitist nem kell azonnal mérni, 200 pl PBS-t
(Ca2* és Mg?* ionokkal) adunk az egyes lyukakhoz. A taptalajokat — 80 °C-on fagyasztjuk le a hormonkoncentra-
cidk elemzését célzd tovabbi feldolgozasig (lasd a 44—46. bekezdést). Bar a T és az E2 a — 80 °C-on tartott tapta-
lajban dltaldban legaldbb 3 hoénapig stabil marad, minden laboratériumnak dokumentalnia kell a hormonok stabi-
litdsdt a tarolds soran.

A téptalaj eltdvolitdsa utdn azonnal meghatdrozzuk a sejtek életképességét és a citotoxicitdst az egyes expozicids
lemezeken.

A sejtek életképességének meghatdrozdsa

Szabadon vilasztott sejtéletképességi/citotoxicitdsi vizsgdlatot lehet haszndlni a vizsgdlt vegyi anyag sejtek életké-
pességére gyakorolt potencidlis hatdsdnak meghatdrozdsira. A vizsgalatnak alkalmasnak kell lennie arra, hogy
pontosan mérje az adott lyukban 1év8 életképes sejtek szdzalékos ardnydt, vagy igazolni kell, hogy a vizsgilat
kozvetleniil osszehasonlithaté (linedris fiiggvénye) a Live/Dead® Assay-vel (lasd a validdldsi jelentés III
fuggelékét (4)). Egy madsik vizsgdlatrdl, az MTT-vizsgdlatrdl [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lium-
bromid] (18) kimutattdk, hogy ugyanolyan jol mtkodik. A sejtek életképességének a fenti médszerek alkalmaza-
saval torténd értékelése egy relativ mérés, amely nem sziikségszertien mutat linedris kapcsolatot a lyukban 1évé
sejtek abszoldt szdmaval. Ezért az elemzdnek el kell végeznie minden lyuk szubjektiv képi értékelését is, illetve
digitalis képeket kell készitenie és archivélnia kell azokat az SC-kr6l és a két legnagyobb nem citotoxikus koncent-
rdciérdl a valds sejtsiirtiség kés6bbi értékelése céljdra, amennyiben erre lenne sziikség. Ha a vizudlis ellendrzés
sordn ugy tlinik, vagy ha az életképességi/citotoxicitdsi vizsgdlat azt mutatja, hogy a sejtek szdma megnévekedett,
a latszolagos novekedést ellendrizni kell. Ha a sejtszdm novekedése megerdsitésre keriil, ezt jelezni kell a vizsgélati
jegyzSkonyvben. A sejtek életképességét az SC-k dtlagos vilaszdhoz viszonyitva fejezziik ki, amelyet 100 %-ban
életképes sejtekbdl allénak tekintiink, és kiszdmitdsa az alkalmazott sejtéletképességi/citotoxicitdsi vizsgalatnak
megfelelGen torténik. Az MTT-vizsgélat esetében a kovetkezd képletet lehet hasznélni:
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életképes sejtek % = (vdlasz a lyukban — dtlagos vilasz a MeOH-kezelt lyukakban [= 100 % halott]) + (4tlagos
vélasz az SC-lyukakban — dtlagos vdlasz a MeOH-kezelt lyukakban [= 100 % halott])

43, Az SC-k étlagos életképességéhez (= 100 %-os életképesség) viszonyitott 80 %-nal alacsonyabb életképességet
mutaté lyukakat nem kell figyelembe venni az adatok végsS elemzésénél. A szteroidogenezis csaknem 20 %-os
citotoxicitds mellett torténd gatlasit gondosan mérlegelni kell annak biztositdsa érdekében, hogy nem a citotoxi-
citds az oka a gdtldsnak.

Hormonanalizis

44.  Minden laboratérium az altala kivélasztott hormonmérési rendszert haszndlhatja a T és az E2 analiziséhez. Az
egyes kezelési csoportok taptalajanak tartalék alikvotjait higitdsok készitésére lehet hasznalni, hogy a koncentraciét
a standard gorbe linedris részébe hozzuk. Amint az a 29. bekezdésben kihangsilyozdsra keriilt, a laboratérium-
oknak a QC-futtatdsok vagy a vegyi anyagok vizsgélata el6tt belsé hormon kontrollal kezelt kiegészitett tdptalaj
elemzésével bizonyitania kell, hogy a hormonmérési rendszere (pl. ELISA, RIA, LC-MS, LC-MS/MS) megfelel a
QC-kritériumoknak. Annak érdekében, hogy a vizsgdlati rendszer OsszetevSi ne zavarjdk a hormonok mérését,
sziikség lehet a hormonok kivondsdra a tdptalajbol a mérés el6tt (az extrakcid szitkséges vagy nem sziikséges
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fuggelékben foglalt eljardsoknak megfelelGen elvégezni (4).

45.  Amennyiben kereskedelmi tesztkészletet haszndlunk a hormontermelés mérésére, a hormonanalizist a vizsgdlati
készlet gyartdjanak kézikonyvében megadottak szerint kell végezni. A legtobb gydrtd egyediilllo eljdrassal rendel-
kezik a hormonanalizisek elvégzésére. A mintdk higitdsait gy kell mddositani, hogy az oldészer kontrollok
varhaté hormonkoncentriciéi az adott vizsgalat standard gorbéje linedris tartomdnydnak kozéppontjaba essenek
(a validdlési jelentés III. fuggeléke (4)). A standard gorbe linedris részén kiviili értékeket el kell utasitani.

46. A végs6 hormonkoncentrdcio kiszdmitdsa az aldbbiak szerint torténik:

Példa:

Kivont anyag: 450 pl taptalaj

Rekonstitudlva: 250 pl vizsgilati pufferben

Higitds a vizsgélatban: 1:10 (ahhoz, hogy a minta a standard gorbe linedris tartomanydba
kertiljon)

Hormonkoncentracié a vizsgalatban: 150 pg/ml (mér hozzdigazitva a vizsgdlt minta ml-enkénti koncentracié-
jahoz)

Kinyerési fok: 89 %

Végs6 hormonkoncentracié = (hormonkoncentraci6 (ml-enként) + kinyerési fok) x (higitasi faktor)

Végs6 hormonkoncentricié = (150 pg/ml) + (0,89) x (250 pl/450 pl) x10 = 936,3 pg/ml

A tesztkoncentriciok megvalasztisa

47. A legaldbb két, egymdstdl fiiggetlen futtatdst kell a vizsgdlatb6l végezni. Ajanlott, hogy a kezdeti futtatishoz a
vizsgdlati koncentrdciékat log,, intervallumokra hatirozzuk meg egymdstdl és 10 M legyen a maximdlis
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48.

koncentracid, kivéve, ha olyan elGzetes, példdul az oldhatdsdg korlataira vagy citotoxicitdsra vonatkozé informdacié
all rendelkezésre, amely a vizsgdlati koncentraci6k megvdlasztasdnak alapjdul szolgalhat. Ha a vegyi anyag oldhato,
egyik tesztelt koncentrdciéban sem citotoxikus, és az els@ futtatds negativ volt minden koncentraciéban, akkor ezt
egy vagy tobb, az elsé futtatissal megegyezd feltételeket alkalmazo futtatdsban meg kell erdsiteni (7. tablazat). Ha
az els6 futtatds eredményei nem egyértelmdek (azaz az SC-hez viszonyitott valahdnyszoros viltozds csak egyetlen
koncentracioban statisztikailag szignifikdns) vagy pozitivak (azaz a valahdnyszoros valtozds két vagy tobb szom-
szédos koncentricidban is statisztikailag szignifikdns), a vizsgdlatot a 7. tdbldzatnak megfelel6en a kivdlasztott
vizsgdlati koncentracié finomitdsaval meg kell ismételni. A mdsodik és harmadik futtatdsban (ha van ilyen) alkal-
mazott tesztkoncentrdciokat az els§ futtatds eredményei alapjdn ki kell igazitani, a hatdst kivalté koncentracio-
kat 1/2 log koncentraci6 intervallumokkal kozrefogva (pl. ha 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1 000 pM eredeti futta-
tdsa indukciot eredményezett az 1 és 10 pM koncentracidkndl, a mdsodik futtatdsban a vizsgdlt koncentrdciéknak
0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 pM-nak kell lenniiik), kivéve, ha alacsonyabb koncentracidkat kell alkalmazni a LOEC
eléréséhez. Az utdbbi esetben a mdsodik futtatdsban legaldbb 6t, az elsG futtatdsban vizsgédlt legalacsonyabb
koncentrécié alatti koncentrdciét kell hasznélni fél-logaritmikus skéla segitségével. Ha a mdsodik futtatds nem
erGsiti meg az els@ futtatdst (azaz statisztikai szignifikancia nem fordul el§ a kordbban pozitivan vizsgélt koncent-
raci6 + 1 koncentracié-névekmény értéknél), egy harmadik kisérletet kell végezni az eredeti vizsgalati koriilmé-
nyek mellett. Az els6 futtatds nem egyértelmii eredményeit negativnak tekintjiik, ha a két kovetkez§ futtatds egyike
sem erGsitette meg a megfigyelt hatdst. A nem egyértelmii eredményeket pozitiv vilasznak (hatds) tekintjiik, ha a
vélaszt legaldbb még egy futtatdssal meg lehet erdsiteni * 1 koncentracidnévekményen beliil (az adatok értelme-
zési eljardsat lasd az 55. bekezdésben).

7. tdbldzat

A lehetséges kimenetelek dontési mdtrixa

1. futtatds 2. futtatds 3. futtatds Dontés

Kimenetel Dontés Kimenetel Dontés Kimenetel Pozitiv Negativ

Negativ Megerdsités Negativ Stop X

()

Negativ Megerdsités Pozitiv Finomitds (°) Negativ X

()

Kétes (9) Finomitas (b) Negativ Megerdsités Negativ X

()

Kétes (9) Finomitas (b) Negativ Megerdsités Pozitiv X

()

Kétes (9) Finomitds (b) Pozitiv X

Pozitiv Finomitas () Negativ Megerdsités Pozitiv X

()

Negativ Megerdsités Pozitiv Finomitas (°) Pozitiv X

()

Pozitiv Finomitds (b) Pozitiv Stop X

(") A kordbbi futtatdst ugyanazon kisérleti terv hasznalatdval meg kell ersiteni.

() A vizsgdlatot 1/2-log koncentracidintervallumokkal djra kell futtatni (kozrefogva azt a koncentraciot, amelyik jelentSsen
kilonboz6 vizsgilati eredményt adott az el6z6 kisérletben).

(9 Az SC-hez viszonyitott valahdnyszoros valtozds egy adott koncentrdciondl statisztikailag szignifikdnsan eltér.

A tesztlemez minGség-ellendrzése

A QC-lemezre vonatkozd kritériumokon tilmenden a parhuzamos lyukak kozotti eltérésekre, az ismételt kisérle-
tekre, a hormonmérési rendszerek linearitdsdra és érzékenységére, az ugyanazon minta parhuzamos hormonmé-
rései kozotti variabilitdsra, és a hormoncsticsoknak a tdptalaj extrakcidja (ha van ilyen; az extrakcids kovetelmé-
nyek tekintetében ldsd a 30. bekezdést) utdni szdzalékos visszanyerésére vonatkozd egyéb mindségi kritériumokat
is teljesiteni kell, amelyeket a 8. tdbldzat tartalmaz. Az adatoknak az egyes paraméterekre meghatdrozott elfoga-
dhaté tartomdnyon beliil kell esnie, hogy figyelembe vehessiik azokat a tovabbi értékelés sordn. Amennyiben ezek
a feltételek nem teljesiilnek, a tdbldzatban meg kell jegyezni, hogy a szoban forgd minta esetében a QC-kritéri-
umok nem teljesiiltek, és a mintdt Gjra kell elemezni vagy ki kell zdrni az adathalmazbdl.
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8. tdbldzat

A H295R-vizsgilati tesztlemez paramétereinek elfogadhat tartomdnyai és/vagy varidciéja (%).

LOQ: a hormonmérési rendszer meghatdrozasi hatdra; SC: oldészerkontroll; DPM: percenkénti bomlas

Osszehasonlitandé T E2

Bazélis hormontermelés az SC-kben Az LOQ valahadnyszorosa > 5-sz0r 2 2,5-szer
Expoziciés kovetelmények — Lemezen beliili Abszolat koncentraciok <30% <30%
relativ szérds az SC-k esetében (parhuzamos
lyukak)
Expozicids kovetelmények — Lemezek kozotti Valahdnyszoros véltozas <30% <30%
relativ szérds az SC-k esetében (megismételt
kisérletek)
Hormonmérési rendszer — Erzékenység Kimutathaté valahany- > 5-520r > 2,5-szer

szoros novekedés az

OK-hoz viszonyitva
Hormonmérési rendszer — Ismételt mérés relativ Abszolat koncentrdciok <25% <25%
szordsa az SC-k esetében (?)
Téptalaj extrakcija — A belsé 3H standard DPM > 65 % nomindlis
kinyerése (ha van ilyen)

() Ugyanazon minta ismételt méréseire vonatkozik.

ADATELEMZES ES JEGYZOKONYVEZES

Adatelemzés

49. A vegyi anyag éltal médositott hormontermelés relativ novekedésének/csokkenésének értékeléséhez az eredmé-
nyeket normalizdlni kell az egyes tesztlemezek atlagos SC-értékéhez, és az eredményeket az SC-khez viszonyitott
véltoztatdsban kell kifejezni minden tesztlemezen. Minden adatot atlag * 1 szérds formaban kell kifejezni.

50. Az adatok elemzése sordn csak az olyan lyukakbdl szarmazé hormonadatokat kell figyelembe venni, ahol a citoto-
xicitds alacsonyabb volt 20 %-nal. A relativ valtozdsokat a kovetkez8 mddon kell kiszdmitani:

Relativ valtozds = (hormonkoncentrici6 a lyukban) + (oldészeres kontroll lyukak dtlagos hormonkoncentrd-
cidja).

51. Ha a lyuk vizudlis ellendrzése sordn tgy ttinik, vagy ha a 42. bekezdésben leirt életképességi/citotoxicitasi vizsgalat
azt mutatja, hogy a sejtek szdma megnovekedett, a ltszolagos novekedést ellendrizni kell. Ha a sejtszdm noveke-
dése megerGsitésre keriil, ezt jelezni kell a vizsgdlati jegyzSkonyvben.

52.  Statisztikai elemzések végzése el6tt a normalitdsra és a szérashomogenitdsra vonatkozé feltételezéseket ki kell
értékelni. A normalitdst standard probability plotok hasznélatdval vagy mds megfelel§ statisztikai médszerrel (pl.
Shapiro-Wilk-teszt) kell értékelni. Ha az adatok (valahdnyszoros véltozdsok) nem normalis eloszldstiak, akkor meg
kell prébdlni dtalakitani az adatokat, hogy megkozelitsék a normalis eloszldst. Ha az adatok normélis vagy megko-
zelit6leg normalis eloszldstiak, a vegyi anyag koncentracidcsoportjai és az SC-k kozotti killonbségeket egy paramé-
teres teszttel (pl. Dunnett-teszt) kell elemezni, ahol a koncentrdcid a fuggetlen és a vdlasz (valahdnyszoros véltozds) a
figg6 valtoz6. Ha az adatok nem normélis eloszlastiak, egy megfelel§ nem-paraméteres tesztet kell alkalmazni (pl.
Kruskal Wallis, Steel's Many-one rank teszt). A killonbségeket p < 0,05 esetén tekintjiik szignifikinsnak. Az egyes
lyukak statisztikai értékelését az dtlagos értékek alapjan végezziik el, amelyek fiiggetlen parhuzamos adatpontokat
testesitenek meg. Mivel nagy a ddzisok kozotti tavolsdg az elsé futtatdsban (log,,-skdla), varhat6, hogy sok esetben
nem lehetséges egyértelmi koncentracié-valasz kapcsolatokat leirdsa, ha a két legnagyobb dézis a szigmoid gorbe
linedris részén van. Ezért az elsé futtatds vagy barmely mds adathalmaz esetében, ahol ez a feltétel bekovetkezik
(példaul ahol a maximdlis hatékonysdg nem becsiilhet6), . tipust rogzitett valtozos statisztikakat kell alkalmazni a
fent leirtak szerint.
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53. Ha tobb mint két adatpont fekszik a gorbe linedris részén és ha a maximdlis hatékonysdgot ki lehet szdmi-
tani — amint az egyes 2. futtatdsok esetében varhatd, amelyek az expoziciés koncentraciok fél-log tdvolsdgat
haszndljak — probit, logit vagy egyéb megfelel§ regressziés modellt kell haszndlni a hatékony koncentraciok (pl.
EC50 és EC20) kiszdmitdsihoz.

54. Az eredményeket mind grafikus (itlag * 1 szérdst képvisel§ oszlopdiagramok), mind tdbldzatos (LOEC/NOEC,
hatasirdny, és a maximalis vélasz ereje, amely a dézis-vdlasz adatok részét képezi) formatum biztositani kell (lasd a
példat a 3. dbrdn). Az adatok értékelése csak akkor tekinthet$ érvényesnek, ha az legaldbb két, egymastdl fugget-
leniil végzett futtatdson alapul. Egy kisérlet vagy futtatds akkor tekinthetd fuggetlennek, ha azt masik idépontban,
(j oldatokkal és kontrollokkal végeztiik el. A 2. és 3. futtatdsban (ha sziikséges) alkalmazott koncentrcibtarto-
madnyt ki lehet igazitani az 1. futtatds eredményei alapjdn, hogy jobban meghatdrozza a LOEC-t tartalmaz6 dozis-
vélasz tartomdnyt (ldsd a 47. bekezdést).

3. dbra

Példa a H295R-vizsgdlat sordn nyert adatok bemutatisira és értékelésére grafikus és tiblizatos formdban.

A csillagok az olddszeres kontrollhoz viszonyitott statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket jelzik (p< 0,05). LOEC:
megfigyelhet§ hatdst okozé legalacsonyabb koncentracio; Maximalis valtozds: a barmilyen koncentracié mellett
megfigyelt valasz legnagyobb erdssége az SC-valasz atlagdhoz (= 1) képest.
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Az adatok értelmezési eljardsa

55. A vizsgélt vegyi anyagot akkor itéljiik pozitivnak, ha a valahdnyszoros indukcié két szomszédos koncentriciéban
legaldbb két fiiggetlen futtatds sordn statisztikailag eltér (p < 0,05) a kontroll oldészertdl (7. tdbldzat). A vizsgalt
vegyi anyagot akkor itéljiikk negativnak, ha két fuggetlen futtatds negativ eredményt ad, vagy hdrom futtatds esetén,
ha két futtatds negativ, és egy kétes vagy pozitiv. Ha a hdrom fiiggetlen kisérlet sordn generalt adatok nem felelnek
meg a 7. tdblazatban felsorolt dontési kritériumoknak, a kisérleti eredmények nem értelmezhetdk. Az oldhat6sdg
hatdrait meghaladd vagy citotoxikus koncentraciondl elért eredményeket nem kell figyelembe venni az eredmények
értelmezésénél.

Vizsgilati jegyz6konyv

56. A vizsgdlati jegyzGkonyvnek a kovetkezSket kell tartalmaznia:

Vizsgdlé intézmény
— létesitmény neve és helye,
— vizsgélatvezetd és egyéb személyzet, valamint a vizsgdlattal kapcsolatos felelgsségi korok,

— a vizsgilat kezdetének és végének ddtuma.
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Vizsgdlt vegyi anyag, reagensek és kontrollok

— azonosit6 (adott esetben név/CAS-szdm), forrds, tételszdm, tisztasdg, szdllit6, valamint a vizsgdlt vegyi anyag, a
reagensek és a kontrollok jellemzéi,

— a vizsgélt vegyi anyag fizikai természete és f6bb fizikai-kémiai tulajdonsdgai,
— a vizsgélt vegyi anyagok, reagensek és kontrollok térolasi korillményei, az el6készités médja és gyakorisiga,

— a vizsgdlt vegyi anyag stabilitdsa.

Sejtek

— a sejtek forrdsa és tipusa,
— a tesztben haszndlt sejtek passzéldsainak szdma (passzdzsazonositd),

— a sejtkultdrdk fenntartdsa hasznalt eljards lefrdsa.

Vizsgdlat el6tti kovetelmények (ha van ilyen)

— a vegyi anyag hormonvizsgilati interferencia tesztjének leirdsa és eredményeinek ismertetése,
— a hormonextrakcids hatdsfok méréseinek leirdsa és eredményeinek ismertetése,
— valamennyi elvégzend§ analitikai vizsgdlat standard és kalibracids gorbéi,

— a vilasztott analitikai vizsgdlatok kimutatdsi hatdrértékei.

Vizsgdlati koriilmények

— a tdptalaj Osszetétele,

— a vizsgdlt vegyi anyag koncentracidja,

— sejtstirtiség (becsiilt vagy mért sejtkoncentracid 24 és 48 6ra utdn),

— a vizsgdlt vegyi anyag oldhatdsdga (oldhatdsagi hatdrérték, ha meghatdroztuk),

— inkubdciés id6 és korilmények.

Vizsgdlati eredmények

— a kontrollok és vizsgalt vegyi anyagok lyukainak—a parhuzamos méréseknek a nyers adatai, a hormontermelés
mérésére hasznalt miszer eredeti adatformdtumdban (pl. OD, fluoreszcencia egységek, DPM stb.),

— a normalitas validdldsa vagy az adatok transzformacidjanak magyardzata,

— a lyukanként mért dtlagos valaszok * 1 szords,

— citotoxicitdsi adatok (citotoxicitds okozd vizsgdlati koncentraciok),

— annak meger6sitése, hogy QC-kévetelmények teljesiiltek,

— sejttoxicitdssal korrigdlt relativ véltozds az oldészeres kontrollhoz viszonyitva,

— az egyes koncentrdciokndl észlelt relativ valtozdst (valahanyszoros valtozds) mutatd oszlopdiagram, a szérds és
a statisztikai szignifikancia a 49-54. bekezdés szerint.

Az adatok értelmezése

— alkalmazzuk az adatértelmezési eljardst az eredményekre, és vitassuk meg az eredményeket.

Diszkusszié

— Van-e utalds a vizsgdlatban arra az eshetdségre, hogy a T[E2-adatokat befolydsoltdk a glitko- és mineralokorti-
koid utakra kifejtett kozvetett hatdsok?

Kovetkeztetések
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Fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Konfluencia: az a lefedettség vagy proliferdci6, amelyet a sejtek a tdptalaj feliiletén vagy a tdptalajban elérnek.
Vegyi anyag: anyag vagy keverék.

Relativ szords: a statisztikai eloszlds szordsdnak és szdmtani kozépértékének hdnyadosa.

CYP: a citokrom P450 monooxigendzok, egy géncsaldd és a bel6lik el@illitott enzimek, amelyek a legkiilonbozébb
biokémiai reakciok katalizdldsdban vesznek részt, koztiik a szteroidhormonok szintézisében és anyagcseréjében is.

DPM: percenkénti bomldsszdm. Azon atomok szdma adott mennyiség(i radioaktiv anyagban, amelyek az észlelés szerint
egy perc alatt lebomlanak.

E2: a 17p-6sztradiol, a legfontosabb 6sztrogén az emldsok szervezetében.

H295R sejtek: humdn adrenocarcinoma-sejtek, amelyek a zondsan differencilatlan humdn magzati mellékvesesejtek
fiziologiai jellemzdivel rendelkeznek, és amelyek a szteroidogenezis-titvonal Osszes enzimét kifejezik. Az ATCC-t8l
szerezhetdk be.

Fagyaszt6 tdptalaj: a sejtek lefagyasztdsira és a fagyasztott sejtek tdroldsdra haszndlt tdptalaj. Alapmédiumbdl, valamint
BD NuSerum-bdl és dimetil-szulfoxidbdl 4ll.

Linedris tartomdny: az a tartomdny egy hormonmérési rendszer standard gorbéjén, amelyen belill az eredmények a
mintaban jelen 1év§ analit koncentracidjaval ardnyosak.

LOQ: a meghatdrozasi hatdr, vagyis az a legkisebb vegyianyag-mennyiség, amely egy megadott konfidenciahatdron belil
megkiilonboztethetS az adott vegyi anyag hidnyatdl (iires érték). Ha a sz6veg mdsként nem jelzi, e médszer alkalmaza-
sdban az LOQ-t jellemzG8en a vizsgdlati rendszer gyartoja hatdrozza meg.

LOEC: a megfigyelhetd hatdst okozo legalacsonyabb koncentricid, vagyis az a legkisebb koncentracié, amelynél a vizs-
gdlat altal adott vilasz statisztikailag eltér az olddszerkontrollétol.

NOEC: a megfigyelhetd hatdst nem okozd koncentracid, vagyis az a legnagyobb vizsgalt koncentracid, amelynél a vizs-
gélat még nem ad pozitiv vélaszt.

Passzdzs: az a szam, ahdnyszor a sejteket felosztottuk a sejtkultirdnak a fagyasztott dllomdnybdl valé elinditdsa utdn. A
fagyasztott dllomdnybdl inditott els6 passzdzshoz az egyes szdm van hozzdrendelve (1). Az egy alkalommal mar felo-
sztott sejtek alkotjdk a 2. passzdzst, stb.

PBS: a Dulbecco-féle, foszfattal pufferolt s6oldat.
Mindség-ellenrzés: roviditve QC, az érvényes adatok biztositdséhoz sziikséges intézkedések Osszessége.

Mindség-ellendrzési lemez: olyan 24 lyukd lemez, amely két-két koncentrdci6t tartalmaz pozitiv és negativ kont-
rollbdl, és az 1j sejttételek viselkedésének ellenSrzésére, illetve a vegyi anyagok vizsgalatdhoz szitkséges pozitiv kontroll
biztositdsara szolgal.

Futtatds: 0j oldatokkal és kontrollokkal elvégzett fiiggetlen vizsgélat.

Alapkozeg: az egyéb reagensek elkészitésének alapja. A Dulbecco-féle modositott Eagle-tdptalaj és a Ham-féle F-12 tdpa-
nyagkeverék 1:1 ardnyd keveréke (DMEM/F12) 15 mM HEPES-pufferben, fenolvords és ndtrium-hidrogén-karbonat
nélkil. Pufferként natrium-hidrogén-karbonattal egészitik ki, lasd a validalasi jelentés II. fiiggelékét (4).

Kiegészitett tdptalaj: alapkozegbdl plusz BD Nu-Serum-bdl és ITS+ premium mixbdl all6 tdptalaj, ldsd a validaldsi
jelentés 1I. fuggelékét (4).
Szteroidogenezis: a koleszterintdl a kiilonbozd szteroidhormonok szintéziséhez vezet§ ut. A szteroidszintézis szdmos

intermediere, mint példdul a progeszteron és a tesztoszteron 6nmagukban is fontos hormonok, de egyuttal prekurzorai
is a szintézis folyamatdban késdbb keletkez8 hormonoknak.

T: tesztoszteron, a két legfontosabb androgén egyike az eml6sok szervezetében.

Vizsgdlt vegyi anyag: e vizsgélati modszer alkalmazdsdval vizsgdlt anyag vagy keverék.

Vizsgdlati lemez: az a lemez, amelyen a H295R-sejteket kitessziik a vizsgdlt anyag hatdsdnak. A vizsgdlati lemezek
harom-hdrom példanyt tartalmaznak az olddszeres kontrollbdl, valamint a vizsgalt vegyi anyag hét koncentrici6szint-
jébdl.

Tripszin 1X: a tripszin, egy, a hasnydlmirigyben termel6d§ szerin-protedz enzim hig oldata, amelyet arra haszndlunk,
hogy levélasszuk a sejteket a sejttenyésztd lemezrdl, 1asd a validdlasi jelentés III. fuggelékét (4).
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B.58. TRANSZGENIKUS RAGCSALO SZOMATIKUS ES CSIRASEJT GENMUTACIOS VIZSGALATOK

BEVEZETES

1.  Ez a vizsgdlati médszer egyenértékii az OECD 488. vizsgélati irdinymutatdsdban (2013) leirt mddszerrel. Az in
vitro mutdcids vizsgdlatok széles koréhez dllnak rendelkezésre eurdpai unids vizsgdlati modszerek, amelyek ki
tudjdk mutatni a kromoszéma- ésfvagy génmutdcidkat. Léteznek vizsgdlati mddszerek az in vivo végpontokhoz is
(pl. kromoszéma-rendellenességek és nem tervezett DNS-szintézis), ezek azonban nem mérik a génmuticidt. A
transzgenikus rdgcsdlé (TGR) mutdcids tesztek kielégitik a gyakorlatias és széles korben elérhetd in vivo génmutd-
cids tesztek irdnti igényt.

2. A TGR mutdcids teszteket alaposan feliilvizsgaltak (24) (33). Ezek a tesztek transzgenikus patkdnyokat és egereket
haszndlnak, amelyek a kromoszémadba integrélt plazmid vagy a fig shuttle vektorok tobb példanyat is tartal-
mazzdk. A transzgének riporter géneket tartalmaznak a vizsgalt vegyi anyagok altal in vivo indukalt killonbozd
tipust mutdcidk kimutatdsa céljabol.

3. A rdgcsdléban el6fordulé mutdcidkat tigy értékeljitk, hogy a transzgént kinyerjiik és a riporter gén fenotipusat egy
olyan bakteridlis gazdasejtben elemezziik, amelybdl hidnyzik ez a riporter gén. A TGR génmuticios vizsgdlatok a
rdgcsalok szinte bdrmely szovetébdl visszanyert, genetikailag semleges génekben elSidézett mutdcidkat mérni
tudjdk. Ezek a vizsgdlatok tehdt megkeriilik a legtobb meglévé korlatot, amelyek az endogén gének in vivo génmu-
tacids vizsgalataihoz kapcsolédnak (pl. a szovetek korldtozott alkalmassdga az elemzésre, negativ/pozitiv szelekcid
a mutdciokkal szemben).

4. A bizonyitékok azt jelzik, hogy a transzgének hasonlé mddon reagdlnak mutagénekre, mint az endogén gének,
kiilonosen a bazispar szubsztiticiok, a frameshift mutdciok, és a kis deléciok és inszercidok kimutatdsa tekinteté-
ben (24).

5. A genotoxicitds vizsgdlatdval foglalkozé nemzetkozi mdhely (International Workshops on Genotoxicity

Testing — IWGT) jévdhagyta a TGR génmutdcids vizsgdlatok felvételét a génmutdcidk in vivo kimutatdsdra szolgdld
vizsgdlatok kozé, és egy protokollt javasolt a végrehajtdsukra (15) (29). Ez a vizsgdlati mddszer ezen az ajanlason
alapul. A protokoll haszndlatdt tdimogatd tovabbi elemzések taldlhatok a szakirodalomban (16).

6.  Varhat6, hogy a TGR génmutdcids vizsgilatot a jovSben ossze lehet majd kapcsolni egy ismételt dozisti toxicitdsi
vizsgdlattal (e melléklet B.7. fejezete). Adatokra van azonban sziikség annak igazoldsdra, hogy a TGR génmutdcios
tesztek érzékenységét nem befolydsolja az ismételt dézist toxikoldgiai vizsgalatban haszndlt, az adagoldsi id6szak
vége és a mintavételi id§ kozotti rovidebb, egynapos idStartam, szemben a TGR génmutdcids tesztekben
haszndlt 3 nappal. Az adatokra annak igazoldsa céljabdl is szitkség van, hogy az ismételt d6zist vizsgélat teljesit-
ményét nem érinti hatrdnyosan a transzgenikus ragcsalétorzs hasznalata a hagyomanyos ragcsdlotorzsek helyett.
Amikor ezek az adatok rendelkezésre dllnak, a médszert aktualizalni fogjak.

7. A kulcsfontossdgt fogalmak meghatdrozdsai a fiiggelékben taldlhatok.

KIINDULASI MEGFONTOLASOK

8.  Azok a TGR génmuticids vizsgilatok, amelyek esetében elegendS adat dll rendelkezésre, hogy tdmogassdk az
alkalmazdsat ebben a vizsgdlati mddszerben, a kovetkezdk: lacZ-bakteriofdg egér (Muta™Mouse); lacZ-plazmid
egér; gpt-delta (gpt és Spi) egér és patkdny; lacl-egér és -patkdny (Big Blue®), standard korillmények kozott elvé-
gezve. Ezen tilmenden a Il pozitiv szelekcids vizsgdlat haszndlhaté a mutdciok értékelésére a Big Blue® és
Muta™Mouse modellekben. A mutagenezist a TGR modellekben altaldban mutdciés gyakorisdgként értékelik;
sziikség esetén azonban tovabbi informdacidkat nydjthat a mutdciok molekuldris elemzése (lasd a 24. bekezdést).

9. A rdgcsdl6 in vivo génmutdcids vizsgalatok kiilonosen fontos szerepet jatszanak a mutagén veszély becslésében,
mivel az ezekben a vizsgilatokban adott vélaszok az in vivo metabolizmustdl, a farmakokinetikdtdl, a DNS-javit6
folyamatoktdl és a transzléziés DNS-szintézistdl fiiggenek, bar ezek a kiilonbozd fajok, a killonbozs szovetek és a
kiilonbozd tipusi DNS-kdrosoddsok esetén eltéréek lehetnek. A génmutdcidk in vivo vizsgdlata hasznos eszkoz az
in vitro rendszerben észlelt mutagén hatdsok tovébbi vizsgélata, valamint a mds in vivo végpontokat hasznalé vizs-
gilatok eredményeinek nyomonkovetése sordn (24). A génmutdci6é amellett, hogy ok-okozati Osszefiiggésben dll a
rakos megbetegedés indukcidjdval, fontos végpont a szomatikus szovetek mutdcidalapi, nem daganatos betegsé-
geinek (12) (13), valamint a csiravonalon keresztiil dtadott betegségek elSrejelzése szempontjabdl is.
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10.  Ha bizonyiték van arra, hogy a vizsgélt vegyi anyag vagy egy fontos metabolitja nem éri el egyik célszovetet sem,
akkor a TGR génmutéci6s vizsgdlat nem alkalmazhato.

A VIZSGALAT ELVE

11. A 8. bekezdésben leirt vizsgdlatokban a megcélzott gén bakterialis vagy bakteriofdg-eredetd, ezért a ragesild geno-
midlis DNS-éb6l val6 visszanyerés eszkoze a transzgén beépitése egy A-bakteriofigba vagy egy plazmid shuttle
vektorba. Az eljards magdban foglalja a genomialis DNS-nek a ragcsdlé célszovetébdl vald extrakcidjat, a geno-
midlis DNS in vitro feldolgozdsat (azaz a \-vektorok becsomagoldsat, vagy a plazmidok ligacidjat és elektroporaci-
6jat a shuttle vektor helyredllitdsara), valamint a mutdciok azt kovetS kimutatdsat a bakteridlis gazdaszervezetben,
megfelel§ koriilmények kozott. A vizsgélatokhoz semleges transzgéneket haszndlunk, amelyek a legtobb szovetbd]
konnyen kinyerhetdk.

12. Az alap TGR génmutdciés kisérlet sordn a rdgesdlét meghatdrozott ideig kezeljik a vegyi anyaggal. A vegyi
anyagot barmilyen megfelel§ ttvonalon beadhatjuk, beleértve a beiiltetést is (pl. orvosi eszkozok vizsgélata). Azt a
teljes idGtartamot, ameddig az allatnak a vegyi anyagot adagoljuk, adagoldsi idGszaknak nevezik. Az adagoldst
dltaldban egy olyan idGszak koveti az allat elpusztitdsa el6tt, amelynek sordn a vegyi anyagot nem adagoljuk és
amelynek sordn a kijavitatlan DNS-1ézidk stabil mutdcioként rogziilnek. A szakirodalomban ezt az idGszakot tobb-
féleképpen is nevezik: manifeszticids id6, fixdcios id6 vagy expresszids id6; az idGszak vége a mintavétel id6-
pontja (15) (29). Az éllat elpusztitdsat kovetSen genomidlis DNS-t izoldlunk a célszovet(ek)bdl és megtisztitjuk.

13.  Adott allat egyféle szovetének tobb csomagoldsbol/ligaldsbol szarmazé adatait altaldban aggregdljuk, és a mutdcios
gyakorisdgot dltaldban Gsszesen 10°-107 plakk-képz8 vagy koloniaképzd egység hasznélatdval értékeljikk. Pozitiv
szelekcids médszer alkalmazdsa esetén az Osszes plakk-képzd egységet meghatdrozzuk egy kilon nem szelektiv
lemezkészlettel.

14. A pozitiv szelekciés modszereket azért fejlesztették ki, hogy megkonnyitsék a mutdcidk kimutatdsit mind a gpt-
génben [gpt-delta egér és patkdny, gpt- fenotipus (20) (22) (28)], mind a lacZ-génben [Muta™Mouse vagy lacZ-
plazmid egér (3) (10) (11) (30)]; ekozben a lacl-gén mutdcidit Big Blue® allatokban egy nem szelektiv mddszerrel
mutatjak ki, amely szines (kék) plakkok képz8désén keresztiil azonositja a mutacidkat. Pozitiv szelekcids mddszer
is rendelkezésre 4ll a A-bakteriofag shuttle vektor cll-génjében fellépS pontmutdciok [Big Blue® egér vagy patkdny
és Muta™Mouse (17)] és a A-red és -gam génekben felléps delécidés mutdciok észlelésére [Spi- szelekcié gpt-delta
egérben és patkdnyban (21) (22) (28)]. A mutdcids gyakorisigot Uigy szamitjuk ki, hogy a transzgénben mutaci-
oOkat tartalmazé plakkok/plazmidok szdmdt elosztjuk az azonos DNS-mintdbdl kinyert osszes plakk/plazmid
szamaval. A TGR génmutdciés vizsgalatokban a mutdcids gyakorisdg a jegyzékonyvezett paraméter. Ezen tdlme-
nden, a muticids gyakorisdgot a fiiggetlen mutdciokat hordozé sejtek hanyadaként is meg lehet hatdrozni; ehhez
a szdmitdshoz szitkség van a klondlis expanzidval valé korrekcidra, amelyet a kinyert mutdcidk szekvendlasdval
végeznek el (24).

15. A lad, lacZ, cIl és a gpt pontmutdcios tesztekben kimutatott mutdciék f6ként bazispdr szubsztitiicidos mutdciok,
frameshift mutdciok és kis inszerciok/delécidk. Az ilyen tipusi mutdciok relativ ardnya a spontdn mutdciok kozott
hasonl6 ahhoz, mint amit az endogén Hprt-génben megfigyeltek. A nagy deléciokat csak a Spi- szelekcidval és a
lacZ plazmid vizsgdlatokkal lehet kimutatni (24). Az érdekl6désre szdmot tartdé mutdcidk az egérben vagy
patkdnyban in vivo el6fordulé mutdciék. Az in vitro és ex vivo mutdciok, amelyek a fig/plazmid kinyerés, replikdcié
vagy javitds sordn fordulhatnak eld, viszonylag ritkdk, és egyes rendszerekben konkrétan beazonosithatok vagy a
bakteridlis gazda/pozitiv szelekcids rendszerrel kizarhatok.

A MODSZER ISMERTETESE

ElGkésziiletek

Az dllatfaj kivdlasztdsa

16. Jelenleg mér tobbféle transzgenikus egéren végzett génmutdcid-detektdldsi modell is létezik, és ezeket a rendsze-
reket szélesebb korben haszndljdk, mint a transzgenikus patkdnyos modelleket. Ha a patkdny egyértelmden alkal-
masabb modell, mint az egér (példdul amikor olyan daganat karcinogenezisének mechanizmusat vizsgaljuk, amely
csak patkdnyokban fordul el, amikor patkdnyon végzett toxicitdsi vizsgdlattal valé Gsszehasonlitdsra van sziikség,
vagy ha a patkdny anyagcseréjérdl ismert, hogy jobban reprezentilja az emberi anyagcserét), meg kell fontolni a
transzgenikus patkdnyos modellek haszndlatét.
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Tartdsi és etetési koriilmények

17. A kisérleti dllatokat idedlisan 22 °C (¢ 3 °C) hdmérséklet( helyiségben kell tartani. Bar a helyiség relativ pdratartal-
ménak legaldbb 30 %-nak kell lennie, illetve a takaritds idGtartamdtdl eltekintve lehetSleg nem haladhatja
meg a 70 %-ot, célértékként az 50-60 % relativ pdratartalom fenntartdsdra kell torekedni. A vildgitds legyen
mesterséges, naponta 12 6rds viligos idGszakkal, amelyet 12 6rds sotét periddusok kovessenek. Az etetéshez
hagyomdnyos laboratériumi takarmdny alkalmazhat, korltlan mennyiségli ivéviz biztositdsa mellett. A takar-
many megvalasztdsat a vizsgdlt vegyi anyaggal valé megfelel§ keveredés igénye is befolydsolhatja, ha a vizsgdlt
vegyi anyagot ezen az tton adjuk be. Az allatokat azonos nemd dllatokbdl 4llé kis csoportokban (legfeljebb 6t
allat) kell elhelyezni, amennyiben nem virhaté agressziv viselkedés. Ha tudomdnyos szempontbdl indokolt, az
allatok egyedileg is elhelyezhetdk.

Az dllatok eldkészitése

18. Az egészséges, fiatal, ivarérett feln6tt (a kezelés kezdetén 8-12 hetes) dllatokat véletlenszertien soroljuk be a kont-
roll- és a kezelési csoportokba. Az dllatokat egyenként azonositani kell. Az dllatokat legaldbb 6t napig szoktatni
kell a laboratériumi koriilményekhez. A ketreceket tigy kell elrendezni, hogy a lehetd legkisebb legyen a ketrec
elhelyezésének lehetséges hatdsa. A vizsgdlat kezdetén az dllatok testtomege lehetéleg csak minimalisan térjen el
egymastdl, és a nemenkénti dtlagos értéktdl maximum = 20 %-kal kiilonbozhet.

A ddzisok el6készitése

19. Az allatoknak torténd adagolds el6tt a szilard halmazallapott vizsgalt vegyi anyagokat fel kell oldani vagy szusz-
penddlni kell megfelel§ olddészerekben vagy vivSanyagokban, vagy bele kell keverni a takarmédnyba vagy az
ivévizbe. A folyékony vizsgalt vegyi anyagok kozvetleniil vagy az adagolds el6tt higitott formédban alkalmazhaték.
Belélegzéses expozicié esetén a vizsgalt vegyi anyagok fizikai-kémiai tulajdonsagaiktdl fiigglen gdz, g6z vag
szildrd[folyadék aeroszol formaban adagolhatdok. A vizsgalt vegyi anyagbol mindig friss készitményeket kell alkal-
mazni, kivéve akkor, ha az anyag tdrolds sordn valé stabilitdsa bizonyitott.

Vizsgilati koriilmények
Olddszer/Vivéanyag

20. Az olddszer[vivGanyag nem okozhat toxikus hatdsokat a valasztott dozisok mellett, és nem alkalmazhaté olyan
anyag, amelyrdl feltehet, hogy kémiai reakcidba fog lépni a vizsgdlt vegyi anyaggal. Ha nem jol ismert
olddszert/viv6anyagot alkalmazunk, akkor felhasznaldsat ald kell tdmasztani a kompatibilitdsat bizonyité referenci-
aadatokkal. Amennyiben lehetséges, el6szor valamilyen vizes olddszer[viv6anyag hasznélatdt ajanlatos megfon-
tolni.

Pozitiv kontrollok

21.  Altaldban sziikséges parhuzamos pozitiv kontrolldllatokat hasznilni. Azokban a laboratériumokban azonban,
amelyek igazoltdk a szakértelmiiket (ldsd a 23. bekezdést) és rendszeresen végzik ezeket a vizsgdlatokat, a médszer
sikerességének igazoldsdra a kordbban pozitiv kontrollal kezelt dllatokbdl szdrmazé DNS is felhaszndlhaté. Az
ilyen kordbbi kisérletekbdl szarmazé DNS-eket ugyanabbdl a fajbél és célszévetbdl kell venni, és megfelelGen kell
tarolni (lasd a 36. bekezdést). Pirhuzamos pozitiv kontrollok hasznalatakor nem sziikséges az dllatokat ugyanazon
az Gtvonalon kezelni, mint a vizsgdlt vegyi anyag esetében, azonban a pozitiv kontrolloknak bizonyitottan mutaci-
Okat kell kivaltaniuk a vizsgdlt vegyi anyag egy vagy tobb célszovetében. A pozitiv kontroll céljira felhasznalt
vegyi anyagok dézisait Uigy kell megvdlasztani, hogy olyan, gyenge vagy mérsékelt hatdst valtsanak ki, amely
kritikus a vizsgélati eljards mikodése és érzékenysége szempontjabol. A pozitiv kontroll céljara felhasznalhat6
vegyi anyagokra és a hozzdjuk tartozé célszovetekre az 1. tdbldzat tartalmaz példdkat.

1. tdbldzat

Példik a pozitiv kontroll céljira felhaszndlhat6 vegyi anyagokra és azok célszoveteire

Pozitiv kontroll vegyi | EINECS-név és EINECS- Mutdci6s célszovet

. p p Jellemz6k
anyag és CAS-szdma szdm Patkany Egér
N-etil-N-nitrézurea N-etil-N-nitrézurea Kozvetleniil hatd Mdj, tid6 | Csontveld, vastagbél,
[CAS-szdm: 759-73-9] | [212-072-2] mutagén vastagbél-epithelium,

belek, méj, tiidd, 1ép,
vese, petefészek granu-
losa sejtek, him csira-
sejtek
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Pozitiv kontroll vegyi EINECS-név és EINECS- . Mutdcids célszovet
anyag és CAS-szdma szdm JellemzGk
yag Patkdny Egér
Etil-karbamat (uretdn) | Uretdn Mutagén, metaboliz- Csontveld, elégyomor,
[CAS-szdm: 51-79-6] [200-123-1] must igényel, de csak vékonybél, mdj, tids,
gyenge hatdsa van 1ép
2,4-diamino-toluén 4-metil-m-fenilén- Mutagén, metaboliz- Mij Mij
[CAS-szdm: 95-80-7] diamin must igényel, pozitiv
[202-453-1] az Spi- vizsgélatban is
Benzo[a]pirén Benzo[def]krizén Mutagén, metaboliz- Mdj, Csontvels, emld,
[CAS-sz4m: 50-32-8] [200-028-5] must igényel omenta vastagbél, el6gyomor,
mirigyes gyomor, sziv,
méj, tid6, him csira-
sejtek

Negativ kontrollok

22. Minden mintavételi id6pontban negativ kontrollokat is kell haszndlni, amelyeket csak oldészerrel és vivGanyaggal
kezeltiink, és a kezelésitk egyébirdnt ugyanolyan médon torténik, mint a kezelési csoportoké. Ha nem dllnak
rendelkezésre olyan torténeti vagy publikdlt kontrolladatok, amelyek igazoljdk, hogy a vélasztott old6szer/vivda-
nyag nem idéz el§ drtalmas vagy mutagén hatdsokat, a vivanyag kontroll elfogadhatdsdgdnak megallapitdsa érde-
kében kezeletlen kontrollokat is alkalmazni kell minden mintavételi id6pontban.

A laboratérium jdrtassdgdnak igazoldsa

23. A szakértelmet ezekben a vizsgdlatokban a publikdlt adatok alapjin vérhaté eredmények reprodukaldsira val6
képesség demonstralasaval kell megéllapitani (24) a kovetkez§ teriileteken: 1) mutdcids gyakorisdg pozitiv kontroll
vegyi anyagokkal (beleértve a gyenge vélaszokat is), példaul az 1. tabldzatban felsorolt anyagokkal, nem mutagé-
nekkel, valamint vivBanyag kontrollokkal, és 2) transzgén kinyerése genomidlis DNS-bd! (pl. csomagolds hatékony-
saga).

A mutdcidk szekvendldsa

24.  Jogszabdlyi céli alkalmazds esetében a mutdciék DNS-szekvendldsa nem szitkséges, killonosen, ha a kapott ered-
mény egyértelmden pozitiv vagy negativ. A szekvenalasi adatok azonban hasznosak lehetnek, ha nagy interindivi-
dudlis varidci6 figyelhet6 meg. Ezekben az esetekben a szekvendldst arra lehet haszndlni, hogy kizdrja a jackpot
vagy klondlis eseményeket az egyedi muticiok aranyanak egy adott szovetben valé azonositdsaval. Allatonként és
szovetenként koriilbelil 10 muticié szekvendldsdnak elegend6nek kell lennie annak egyszer(i megallapitdsdhoz,
hogy a klondlis mutdciék hozzdjarultak-e a mutdciés gyakorisighoz; akdr 25 mutdci6 szekvendldsdra lehet viszont
sziikséges a mutdcids gyakorisdg klonalitdssal valé matematikai korrekcidjahoz. A mutdcidk szekvendldsa akkor is
megfontolandd, amikor a mutdcids gyakorisag kismértékdi novekedését (azaz éppen csak meghaladja a kezeletlen
kontroll értékeket) figyelik meg. A mutdcids spektrumnak a kezelt és a kezeletlen allatokbdl szdrmazé mutdns
telepek kozotti killonbségei aldtimasztjdk a mutagén hatdst (29). A mutdci6s spektrumok hasznosak lehetnek a
mechanisztikus hipotézisek kifejlesztése soran is. Ha a szekvendldst bele kell foglalni a vizsgalati protokollba, nagy
figyelmet kell forditani az ilyen vizsgalatok elrendezésére, kiilonos tekintettel a mintdnként szekvendlt mutdciék
szamdra, hogy elérjik az alkalmazott statisztikai modell szerinti megfeleld erdt (lasd a 43. bekezdést).

ELJARAS

Az dllatok szdma és neme

25. Az éllatok csoportonkénti szamat tigy kell el6re meghatdrozni, hogy elegendéen nagy legyen ahhoz, hogy bizto-
sitsa legaldbb a megdupldzddott mutdcids gyakorisdg kimutatdsahoz sziikséges statisztikai er6t. A csoportméret
legalabb ot dllat, de ha a statisztikai erd nem elegendd, az dllatok szamat szitkség szerint novelni kell. Alapesetben
him 4llatokat kell haszndlni. El6fordulhatnak olyan esetek, amikor indokolt lenne csak ndstényeket tesztelni,
példdul ha ndkben alkalmazand6 human gydgyszereket tesztelnek, vagy amikor a nékre jellemz$ metabolizmust
vizsgdljdk. Ha jelents kilonbségek vannak a nemek kozott toxicitds vagy anyagcsere szempontjabdl, akkor
himekre és néstényekre is sziikség lesz.
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Adagolisi idGszak

26. Megfigyelések szerint a mutdcidk a kezelések sordn egyre inkdbb felhalmozddnak, ezért ismételt dozist kezelésre
van szitkség naponkénti kezeléssel 28 napon keresztiil. Ez dltaldban elfogadhatonak tekinthet a gyenge muta-
gének altal el6idézett mutaciok elegendd felhalmozddasihoz, illetve megfelel§ expoziciés id6t biztosit a mutdcio-
knak a lassan osztddé szervekben vald kimutatdsdhoz. Egyes értékelésekhez alternativ kezelési sémdk is megfele-
16ek lehetnek, de ezeket az alternativ adagoldsi sémdkat tudomdnyosan meg kell indokolni a protokollban. A
kezelések nem lehetnek rovidebbek, mint az osszes relevins metabolizdlé enzim teljes indukcidjdhoz szikséges
id6, és a r6videbb kezelések tobb, a killonb6zé proliferdcis sebességli szerveknek megfeleld mintavételi id6pontot
tehetnek szitkségessé. Valamennyi rendelkezésre all6 informdciot (pl. dltaldnos toxicitds, metabolizmus és farmako-
kinetika) fel kell haszndlni a protokoll igazoldsa sordn, kiilonosen, ha a protokoll eltér a fenti szabvanyajnl-
sokt6l. Bar a 8 hétnél hosszabb kezelési id6k novelhetik a vizsgdlat érzékenységét, ezeket vildgosan meg kell
magyardzni és indokolni, mivel a hosszi kezelési id6k a mutdciés gyakorisdg latszdlagos novekedését okozhatjdk
a klondlis expanzibnak koszonhetSen (29).

Dézisszintek

27. A dézisszinteket az dltaldnos toxicitdst méré dézisbehatarolé vizsgalat eredményeire kell alapozni, amelyet azonos
expoziciés modon végeztiink el, vagy pedig a kordbbi szubakut toxicitdsi vizsgdlatok eredményeire. A dézistarto-
ményok meghatdrozdsahoz ugyanazon rdgcsal6torzsbél szarmazé nem transzgenikus dllatokat lehet haszndlni. A
f6 vizsgdlat sordn annak érdekében, hogy dézis-vilasz adatokat lehessen gydjteni, a teljes vizsgdlatnak egy negativ
kontrollcsoportot is tartalmaznia kell (lasd a 22. bekezdést), valamint legaldbb hdrom, egymadst6l megfeleld tavol-
sagra elhelyezked§ dézisszintet, kivéve, ha a hatdrddzist haszndljuk (ldsd a 28. bekezdést). A fels6 dézis a maxi-
malis tolerdlhaté dézis (MTD) legyen. Az MTD az a dézis, amely olyan egyértelmd toxicitdsjeleket vélt ki, hogy
anndl magasabb adagok, azonos adagolds mellett, varhatdan haldlt okoznak. A kis nem mérgez8 ddzisban speci-
fikus bioldgiai aktivitdst mutaté vegyi anyagok (mint példdul a hormonok és a mitogének), valamint azok a vegyi
anyagok, amelyek a toxikokinetikai tulajdonsdgok telit6dését mutatjak, kivételek lehetnek a dézismeghatdrozasi
kovetelmények aldl, és eseti alapon kell ket értékelni. Az alkalmazott dézisoknak 4t kell fogniuk a maximalist6l a
mar csak kissé vagy egyaltalin nem toxikusig terjedd tartomdnyt.

Hatdrdo6zis-vizsgilat

28. Ha a doézisbehatdrolasi kisérletek vagy a rokon ragcsalotorzsekbdl szarmazo adatok azt jelzik, hogy a legaldbb a
hatdrdézist tartalmazé kezelési séma (lasd lentebb) semmilyen megfigyelhetd toxikus hatdst nem hoz létre, és ha
nem vérhaté genotoxicitds a szerkezetileg rokon anyagokkal kapcsolatos adatok alapjan, akkor nem sziikséges a
hdrom doézis haszndlataval végrehajtott teljes vizsgalat. 28 napos adagoldsi idészak (azaz 28 db napi kezelés)
esetén a hatdrdézis 1 000 mg/testtomeg kg/nap. 14 napos vagy anndl rovidebb adagolasi id@szak esetén a hatdr-
dézis 2 000 mg/testtomeg kg/nap (a 28 napi kezeléstdl eltér6 adagoldsi rendeket tudomdnyosan meg kell indo-
kolni a protokollban, ldsd a 26. bekezdést).

A dézisok beaddsa

29. A vizsgdlt vegyi anyagot rendszerint gyomorszonddn keresztiil inkubacids kaniil segitségével, vagy hasiiregbe adott
injekci6 segitségével adjuk be. A vizsgilat tervezése sordn altalanossigban az emberi expozicié varhatd Gtvonaldt
figyelembe kell venni. Ezért az egyéb expozicids titvonalak (példaul ivoviz, szubkutdn, intravénds, kiilséleg, inhala-
cids, intratrachedlis, étrendi vagy implantdcié) is elfogadhatdk lehetnek, amennyiben azokat meg lehet indokolni.
Az intraperitonedlis injekci6 nem ajanlott, mivel az nem egy fiziol6giailag relevans emberi expozicids ttvonal. A
gyomorszondan keresztiil vagy injekciéval egyszerre beadhaté maximalis folyadékmennyiség a kisérleti dllat mére-
tét6l fiigg. A térfogat nem haladhatja meg a 2 ml/100 g testtémeg mennyiséget. Az ennél nagyobb mennyiségek
haszndlatdt meg kell indokolni. A magasabb koncentriciéban rendszerint fokozottabb hatdst kivalt6 irritdlé vagy
mard vegyi anyagok kivételével a koncentrdcié megfelel§ bedllitdsdval a minimadlisra kell csokkenteni a vizsgdlt
anyag mennyiségének valtozasait, hogy a mennyiség valamennyi adagoldsi szinten konstans legyen.

Mintavételi idGpontok
Szomatikus sejtek

30. A mintavételi id6 egy kritikus véltozd, mivel a mutdciék rogziléséhez sziikséges idStartam hatdrozza meg. Ez az
idStartam szovetspecifikus, és gy tdnik, hogy kapcsolatban &ll a sejtpopuldcié kicserélédési idejével, amelynek
szempontjabdl a csontveld és a belek gyors reagdldsd, a mdj viszont sokkal lassabb reagdldst szervnek szdmit. A
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mutdcidés gyakorisignak mind a gyorsan, mind a lassan osztdd6 szovetekben valé mérésére megfeleld kompro-
misszum a 28 egymdst kovetd napon torténd kezelés (a 26. bekezdésben jelzettek szerint), valamint az utols6
kezelés utdn hirom nappal torténé mintavétel, bar a maximdlis mutdci6s gyakorisdg a lassan 0szt6d6 szovetekben
ilyen korilmények kozott esetleg nem manifesztdlédik. Amennyiben a lassan osztddd szévetek killondsen
fontosak, a 28 napos adagoldsi idGtartam utdn 28 nappal torténé késGbbi mintavétel megfelel6bb lehet (16) (29).
Ebben az esetben a kés6bbi mintavételi id6pont felvaltja a 3 napos mintavételi id6pontot, amit tudomanyosan is
meg kell indokolni.

Csirasejtek

31. A TGR-vizsgdlatok alkalmasak a génmutdci6é indukcidjdnak tanulminyozdsira him csirasejtekben (7) (8) (27),
amelyekben a spermatogenezis id6zitését és kinetikdjat mar pontosan meghatdroztdk (27). Az elemzés céljdra még
szuperovuldcié utdn is alacsony szdmban rendelkezésre all6 petesejtek, valamint az a tény, hogy a petesejtekben
nincs DNS-szintézis, kizdrjak a mutdci6 transzgenikus vizsgalattal valé6 meghatdrozdsat a néi csirasejtekben (31).

32. A him csirasejtek mintavételi id6pontjait agy kell megvélasztani, hogy a kitett sejttipusok széles tartomdnydbol
lehessen mintat venni a csirasejt-fejlédés teljes folyamataban, illetve tgy, hogy a mintavételben megcélzott szakasz
kell§ expozicidban részesiiljon. A fejl6dé csirasejteknek a spermatogonidlis Sssejtbdl az érett, az ondévezetéket/
mellékhere farkdt elér6 spermiummd valé progresszidjdhoz szitkséges idStartam ~49 nap egérben (36)
és ~70 nap patkdnyban (34) (35). Az ondévezetékbdl/mellékhere farkdbdl a 28 napos expozici6 és a rakovetkezd
hdromnapos mintavételi idGszak szerint gytjtott felhalmozddott sperma (7) (8) fogja képviselni a spermatogenesis
nagyjabol mdsodik felében kitett sejtpopuldciot, amely magaban foglalja a meiotikus és posztmeiotikus idgszakot
is, de nem tartalmazza a spermatogonidlis vagy Gssejt idGszakot. Annak érdekében, hogy megfelelden tudjunk
mintdt venni az onddévezetékbdl/mellékhere farkabdl azokbdl a sejtekbdl, amelyek az expoziciés id6 alatt még
spermatogonidlis Gssejtek voltak, egy tovabbi mintavételi idGpontra is szitkség van legaldbb 7 héttel (egér) vagy 10
héttel (patkdny) a kezelés befejezését kovetden.

33. A herecsatorndcskdkbol a 28 + 3 napos kezelési és mintavételi menetrend szerint kinyert sejtek egy kevert populd-
ciot tartalmaznak, amelyben a csirasejtek fejlédésének minden szakasza képviselve van (7) (8). Ezeknek a sejteknek
a génmutdcié kimutatdsa céljabol torténd mintavétele nem ad olyan pontos értékelést azokrdl a szakaszokrdl,
amelyekben a csirasejt-mutdciokat el6idézték, mint a spermiumoknak az ondévezetékbdl/mellékhere farkdbél valé
mintavétele (hiszen a tubulusokbdl vett mintdban tobbféle csirasejt-tipus fordul eld, és lesz néhdny szomatikus sejt
is, amely szennyezi a sejtpopuldciot). Ha azonban a herecsatorndcskdkbol vald sejtmintavételt az ondévezeték-
bél/mellékhere farkdbol szdrmazé onddsejtekkel kombindljédk, és a mintavételre a 28 + 3 napos mintavételi rend
szerint keriil sor, az bizonyos szinten lefedi a csirasejt-fejlédés fazisainak tobbségében kitett sejteket, és hasznos
lehet néhany csirasejt-mutagén kimutatdsara.

Megfigyelések

34. Naponta legaldbb egyszer, lehetSleg minden nap ugyanazon idépont(ok)ban altaldnos klinikai megfigyelést kell
végezni, figyelembe véve az adagoldst kovetGen varhatd hatdsok érvényesiilésének cstcsidgszakat. Fel kell jegyezni
a kisérleti llatok klinikai dllapotat. Naponta legaldbb kétszer meg kell vizsgélni az sszes dllatot megbetegedés és
elhullds szempontjabdl. Minden allat tomegét hetente legaldbb egyszer, illetve elpusztitiskor is le kell mérni. A
felvett taplalék mennyiségét heti rendszerességgel le kell mérni. Amennyiben a vizsgélt vegyi anyagot az ivévizzel
adjuk be, a vizfogyasztdst minden vizcsere alkalmdval és legaldbb hetente le kell mérni. A tilzott toxicitds nem
haldlos jeleit mutaté allatokat a vizsgalati idGszak befejezése elétt el kell altatni (23).

A szovetek gyfijtése

35. A szovetek gytjtését viligosan meg kell indokolni. Mivel a mutdcidk indukcidjdt gyakorlatilag barmilyen
szovetben tanulmdnyozni lehet, a begy(jtend§ szovetek kivélasztdsat a vizsgalat lefolytatdsanak okdra, illetve a
vizsgdlat alatt 4ll6 vegyi anyaggal kapcsolatban rendelkezésre 4ll6 mutagenitdsi, karcinogenitdsi vagy toxicitdsi
adatokra kell alapozni. A megfontolandé lényeges tényezSk kozé kell tartoznia a beadds utjdnak (a valdszind
emberi expoziciés utvonal(ak)ra alapozva), a becsiilt szoveti megoszldsnak, valamint a lehetséges hatdsmechaniz-
musnak. A héttérinformdciok hidnydban tobbféle érdekesnek tiing szomatikus szovetet is kell gydjteni. Ezeknek
gyorsan 0sztddo, lassan osztddd és az érintkezés helyén taldlhaté szoveteket is képviselniiik kell. Ezenkiviil az
ondévezetékbdl/mellékhere farkdbdl szdrmazd ondosejteket és a herecsatorndcskdkbdl szarmazé fejl6ds csirasej-
teket (a 32. és 33. bekezdésben leirtak szerint) is ossze kell gytjteni és el kell tdrolni arra az esetre, ha a jévében a
csirasejt-mutagenitds elemzésére lenne szitkség. A szervek tomegét meg kell mérni, és a nagyobb szervek esetében
ugyanazokat a teriileteket kell begy(jteni az 6sszes dllatbol.
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A szovetek és a DNS tdroldsa

36. A szoveteket (vagy szovethomogenizatumokat) — 70 °C-on vagy az alatt kell tarolni és 5 éven beliil fel kell hasz-
ndlni DNS-izoldldsra. A hiitészekrényben 4 °C-on, megfelel§ pufferben tarolt izoldlt DNS-t optimalisan 1 éven
beliil kell felhaszndlni mutdcibanalizisre.

A szovetek kivalasztisa mutdcidanalizisre

37. A szovetek kivélasztdsdnak megfelel6 megfontoldsokon kell alapulnia, példaul: 1) a beadasi tutvonal vagy az elsé
érintkezés helye (pl. mirigyes gyomor, ha az adagolds orélis, tiid6, ha az adagolds inhaldcids, vagy bér, ha helyi
alkalmazds tortént), és 2) az dltalanos toxicitasi vizsgalatokban megfigyelt farmakokinetikai paraméterek, amelyek
szoveti hajlamot, visszatartast vagy felhalmozddast jeleznek, vagy megmutatjak a toxicitas célszerveit. Ha a vizsgé-
latokat a karcinogenitasi vizsgélatok nyomonkévetése céljabdl végezzitk el, a karcinogenitds célszoveteit figye-
lembe kell venni. A szovetek elemzésre vald kivalasztidsinak maximalizdlnia kell azoknak a vegyi anyagoknak a
kimutatdsat, amelyek kozvetleniil hatd in vitro mutagének, gyorsan metabolizdlédnak, nagyon reaktivak vagy
rosszul szivédnak fel, vagy azokét a vegyi anyagokét, amelyek esetében a beadds mddja hatdrozza meg a célszo-
vetet (6).

38.  Hattérinformdciok hidnydban és figyelembe véve az érintkezés helyét a beadds mddja alapjan, a majat és legalabb
egy gyorsan osztodd szévetet (pl. mirigyes gyomor, csontveld) kell értékelni mutagenitds szempontjdbol. A legtobb
esetben a fenti kovetelményeket mdr két gondosan kivalasztott szovet elemzésével teljesiteni lehet, de bizonyos
esetekben hdrom vagy tobb szovetre lehet szitkség. Ha jelentSsebb ok van arra, hogy csirasejtekre gyakorolt hatd-
sokat feltételezziink, beleértve a szomatikus sejtek pozitiv vélaszait is, a csirasejt-szovetek mutdcioit is vizsgdlni

kell.
Mérési modszerek

39. A mutdcidk kimutatdsdra szabvanyos laboratériumi vagy publikdlt médszerek allnak rendelkezésre az ajanlott
transzgenikus modellekhez: lacZ-lambda bakteriofdg és plazmid (30); lacl-egér (2) (18); gpt-delta egér (22); gpt-
delta patkdny (28); Il (17). A moédositdsokat meg kell indokolni és megfelelSen dokumentalni kell. Tébb csoma-
golds adatait Osszesiteni lehet és a plakkok vagy telepek megfelel§ szimdnak elérésére lehet hasznalni. Ha azonban
nagyszamil csomagoldsi reakciora van sziikség, hogy elérjiik a plakkok megfelel szamat, az rossz mingségti DNS
jele lehet. Ilyen esetekben az adatokat 6vatosan kell kezelni, mert megbizhatatlanok lehetnek. Az DNS-mintdnkénti
plakkok vagy telepek optimdlis szdma szempontjibdl a kell§ szdmd mutdcié adott spontdn mutdciés gyakorisdg
melletti felderitésének statisztikai valészintisége az irdnyadé. Altaldban legalibb 125 000-300 000 plakkra van
sziikség, ha a spontdn mutdcids gyakorisdg nagysagrendje 3 x 10~ (15). A Big Blue® lacl-vizsgélat esetében fontos
annak igazoldsa, hogy a mutdns szin fenotipusok teljes korét ki lehet mutatni megfelel§ szinkontrolloknak az
egyes vizsgélati lemezekkel parhuzamos alkalmazdsaval. A szoveteket és a kapott mintdkat (elemeket) blokk elren-
dezés segitségével kell feldolgozni és elemezni, ahol a vivGanyag/olddszer kontrollcsoport elemeit, a pozitiv kont-
rollcsoportot (ha van) vagy a pozitiv kontroll DNS-t (adott esetben), valamint minden egyes kezelési csoportot
egyiitt dolgoznak fel.

ADATOK £S JEGYZOKONYVEZES

Az eredmények feldolgozisa

40. Az egyes dllatok adatait tibldzatban kell osszefoglalni. A kisérleti egység maga az dllat. A jegyz6konyvnek tartal-
maznia kell az 6sszes plakk-képz6 egység (PFU) vagy telepképzd egység (cfu) szdmadt, a mutdciok szdmadt, valamint
a mutdcids gyakorisdgot az Osszes dllatbol szdrmazd valamennyi szovet esetében. Ha tobb csomagoldsiftartalék
reakciot végeztek, a DNS-mintdnkénti reakcidk szdmat jegyzSkonyvezni kell. Noha minden egyes reakcié adatait
meg kell drizni, csak a teljes pfu- vagy CFU-értéket sziikséges jegyz6konyvezni. A toxicitdsra és a klinikai tiine-
tekre vonatkozé adatokat a 34. bekezdés alapjan jegyzSkonyvezni kell. A mutdcidk szekvendldsanak eredményeit,
valamint az ebbdl eredd, az egyes allatokra és szovetekre vonatkozé mutdcids gyakorisdgi szdmitdsokat be kell
mutatni.

Statisztikai értékelés és az eredmények értelmezése

41.  Kilonbozd kritériumok léteznek a pozitiv eredmény meghatdrozdséra, ilyen példdul a mutdciés gyakorisig nove-
kedése a dozis fiiggvényében vagy a mutdcids gyakorisdg egyértelmid novekedése egy meghatdrozott déziscso-
portban az olddszer|vivGanyag kontrollcsoporthoz viszonyitva. Legaldbb hdrom kezelt déziscsoportot kell
megvizsgdlni annak érdekében, hogy elegend§ adat alljon rendelkezésre a dozis-valasz elemzéshez. Bar az eredmé-
nyek bioldgiai jelentdségének kell az elsédleges szempontnak lennie, megfelel§ statisztikai mddszereket is lehet
alkalmazni a vizsgélati eredmények értékelése sordn (4) (14) (15) (25) (26). Az alkalmazott statisztikai teszteknek
az dllatot kell kisérleti egységnek tekinteniiik.
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42.  E vizsgdlatban nem mutagén anyagnak tekintendd az a vizsgélt vegyi anyag, amely esetében a hozza tartozé ered-
mények egyetlen szovetben sem elégitik ki a fenti kritériumokat. A negativ eredmény bioldgiai jelent8ségéhez a
szovet expozicidjit igazolni kell.

43. A DNS-szekvendlasi elemzések esetében szamos statisztikai megkozelités all rendelkezésre az eredmények értelme-
zéséhez (1) (5) (9) (19).

44, A vilaszreakci bioldgiai jelent@ségének értékelésekor tdimpontot adhat annak mérlegelése, hogy a megfigyelt
értékek a kontrollokkal kapott régebbi eredmények tartomanyéba esnek-e (32).

Vizsgilati jegyz8konyv

45. A vizsgilati jegyz6konyvnek a kovetkezSket kell tartalmaznia:

Vizsgdlt vegyi anyag:

— azonositdsi adatok és CAS-szdm, ha ismert,

— forrés és rendelkezésre allds esetén a tételszdm,

— fizikai jelleg és tisztasdg,

— a vizsgélat elvégzése szempontjabdl relevans fizikai-kémiai tulajdonsdgok,

— a vizsgdlt vegyi anyag stabilitdsa, ha ismert.

Oldészer [vivGanyag:

— a vivGanyag kivélasztdsdnak indokldsa,

— a vizsgélt vegyi anyag oldhatdsdga és stabilitdsa az olddszerben/vivGanyagban, ha ismert,
— a takarmdny-, ivviz- vagy inhaldciés készitmények elGkészitése,

— a készitmények analitikai vizsgdlatai (pl. stabilitds, homogenitds, névleges koncentrécio).

Kisérleti dllatok:

— a felhasznalt faj/torzs és megvalasztasuk indokoldsa,
— az allatok szdma, kora és neme,
— az éllatok szdrmazdsa, tartdsi kortilmények, takarmany stb.,

— az dllatok tomege a vizsgélat kezdetekor, az egyes csoportok esetében a testtomegtartomdnyt, atlagértéket és a
szOrdst is ideértve.

Vizsgdlati koriilmények:

— a pozitiv és negativ (vivGanyag/olddszer) kontrollok adatai,
— a dézisbehatdrold vizsgélat adatai,

— az adagolasi szintek kivélasztdsanak indoklasa,

— a vizsgdlt vegyi anyag elGkészitésére vonatkozé részletek,
— a vizsgélt vegyi anyag beaddsdra vonatkozé adatok,

— a beaddsi mdd indoklésa,

— az allati toxicitds mérésére szolgdlé modszerek, beleértve adott esetben a kérszovettani vagy hematoldgiai
elemzéseket, illetve az dllatok megfigyelésének és a testtomeg mérésének gyakorisdga,

— az annak ellendrzésére szolgdlé mddszerek, hogy a vizsgélt vegyi anyag elérte-e a célszovetet vagy az altalinos
keringési rendszert, ha negativ eredményt kaptak,

e

— tényleges dozis (mg/testtomeg kg/nap) a vizsgdlt vegyi anyagnak a takarmanyban/ivovizben meglévd koncent-
raci6jabol (ppm) és a fogyasztasbdl szdmitva, ha alkalmazhat,

— a taplalék és a viz mindségére vonatkozé adatok,

— a kezelési és mintavételi menetrendek részletes leirdsa és kivalasztdsuk indoklésa,
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— az eutandzia mddja,
— a szovetek izoldldsdra és tartdsitdsdra haszndlt eljardsok,

— a ragesalé genomidlis DNS izoldldsdnak modszerei, a transzgén genomidlis DNS-b4l torténd kinyerése és a
transzgenikus DNS-4tvitele a bakteridlis gazdaszervezetbe,

— valamennyi sejt, készlet és reagens beszerzési forrdsa és tételszama (adott esetben).
— a mutdcidk szdmoldsdra szolgdlé modszerek,

— a mutdciok molekuldris elemzésének modszerei és haszndlatuk a klonalitds korrekcidjra és/vagy a mutdcios
gyakorisdg kiszdmitdsdra, ha van ilyen.

Eredmények:

— az dllatok dllapota a vizsglati iddszak eldtt és alatt, beleértve a toxicitds jeleit,
— a test és a szervek tomege az elaltatdskor,

— az egyes szovetek/allatok esetében a mutdcidk szdma, az értékelt plakkok vagy telepek szdma, a mutdcids
gyakorisag,

— az egyes szovetek/dllatcsoportok esetében a csomagoldsi reakciok DNS-mintdnkénti szdma, a mutdciok szdma
oOsszesen, az atlagos mutdcids gyakorisdg, szords,

— a dozis-vilasz kapcsolat, ahol lehetséges,

— az egyes szovetek/dllatok esetében a fiiggetlen mutdciok szdma és az dtlagos mutdcids gyakorisdg, ha a muta-
ci6k molekuldris elemzését elvégezték,

— pérhuzamos és torténeti negativ kontrolladatok tartomdnyokkal, dtlagértékekkel és szérdsokkal,
— a parhuzamos pozitiv kontrollok (vagy a nem parhuzamos DNS-pozitiv kontroll) adatai,

— analitikai meghatdrozdsok, amennyiben rendelkezésre allnak (pl. a csomagolds sordn haszndlt DNS-koncent-
raci6, a DNS-szekvendlds adatai),

— statisztikai elemzések és alkalmazott mddszerek.

Az eredmények tdrgyaldsa
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Fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK
Adagolasi id@szak: az a teljes idGszak, amely alatt az dllatot kezelik.

Bazispdr cseréje: olyan tipusii mutdci6, amely egyetlen DNS nukleotid bazisnak egy masik DNS nukleotid bdzissal val6
cseréjét okozza.

Kapszid: a virusrészecskét koriilvevs fehérjeburok.

Vegyi anyag: egy anyag vagy keverék.

Klonilis expanzi6: sok sejt elddllitdsa egyetlen (mutdns) sejtbdl.

Koloniaképzd egység (cfu): az életképes baktériumok mérészdma.

Konkatamer: hosszg, folytonos biomolekula, amely sorba kapcsolédott tobb azonos mdasolatbdl 4ll.

Cos-hely: 12 nukleotidbdl 4ll6 egyszalii DNS-szegmens, amely a lambda bakteriofdg dupla szdli genomdnak mindkét
végén megtalalhat6.

Deléci6: olyan mutdci6, amelyben egy vagy tobb (szekvencidlis) nukleotid elvész a genombol.
Elektroporici6: elektromos impulzusok alkalmazdsa abbdl a célbdl, hogy novelje a sejtmembrénok permeabilitsit.
Endogén gén: a genomban Gshonos gén.

Extra-binomidlis varidcié: egy populdcié ardnydnak az ismételt becslések sordn mutatkozd nagyobb véltozékonysiga,
mint ami varhaté lenne, ha a populdcionak a binomidlis eloszldsa lenne.

Frameshift mutdci6: szdmos nukleotid inszercidja vagy delécidja édltal okozott olyan genetikai mutdcié, amely nem
oszthaté maradék nélkiil harommal, egy olyan DNS-szekvencidn belil, amely egy fehérjét/peptidet kddol.

Inszercid: egy vagy tobb nukleotid bazispar hozzdaddsa egy DNS-szekvencidhoz.
Jackpot: nagyszdmi mutdcid, amelyek klondlis expanzié révén keletkeztek egyetlen mutdciobol.

Nagy delécidk: tobb kilobdzis méretti deléciok a DNS-ben (amelyek hatékonyan kimutathatok a Spi- szelekcids és a
lacZ-plazmid vizsgdlatokkal).

Ligdlds: DNS-molekuldk két végének kovalens dsszekapcsoldsa DNS-ligdz alkalmazdsdval.

Mitogén: olyan vegyi anyag, amely arra serkenti a sejtet, hogy sejtosztoddsba kezdjen, kivéltva ezzel a mitdzist (azaz a
sejtosztodést).

Semleges gén: olyan gén, amelyet nem befolydsolnak a pozitiv vagy negativ szelekciés nyomdsok.
Csomagolds: fert6z6 fagrészecskék szintézise fagkapszidbdl és farokfehérjékbdl, valamint fag DNS-molekuldk konkata-
merjébdl all6 készitménybdl. Altalanosan hasznaljak a lambda-vektorra klonozott (cos-helyekkel elvalasztott) DNS-nek a

fert6z8 lambda-részecskékbe valé becsomagolasara.

Csomagoldsi hatékonysdg: az a hatékonysdg, amellyel a csomagolt bakteriofdgokat visszanyerik a gazdabaktérium-
okban.

Plakk-képz§ egység (pfu): az életképes bakteriofigok mérGszdma.

Pontmuticié: dltalinos fogalom, amely a DNS-szekvencia csak egy kis részét érinté mutdcidkat foglalja magéban, bele-
értve a kis inszerciokat, delécidkat és bazispar-szubsztitdciokat.

Pozitiv szelekci6: olyan mddszer, amely csak a mutdciok talélését teszi lehetGvé.
Riporter gén: olyan gén, amelynek mutdciés génterméke konnyen kimutathaté.

Mintavételi idG: annak az id6szaknak a vége az éllat elpusztitdsa el6tt, amelynek sordn a vegyi anyagot nem adagoljik
és amelynek sordn a feldolgozatlan DNS-1ézidk stabil mutdcioként rogziilnek.
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Shuttle vektor: oly médon felépitett vektor, amely két kiilonboz8 gazdafajban is szaporodni tud; ennek megfelelGen a
shuttle vektorba illesztett DNS-t két kiillonboz§ sejttipusban vagy két killonbozé él6lényben is lehet tesztelni vagy mani-
puldlni.

Vizsgdlt vegyi anyag: Bérmely, e vizsgdlati modszer alkalmazdsdval vizsgdlt anyag vagy keverék.

Transzgenikus: olyan szervezet, amelynek genomja egy mdsik faj génjének vagy génjeinek dtiiltetése révén megvilto-
zott.”
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